Hormonal regulation of Stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCD1) at hepatic level and its role in adipose tissue by Mauvoisin, Daniel
UNIVERSITÉ DU QUÉBEC À MONTRÉAL
 
HORMONAL REGULATION
 
OF STEAROYL-CoA DESATURASE 1 (SCDl) AT HEPATIC LEVEL
 
AND ITS ROLE IN ADIPOSE TISSUE
 
DISSERTATION
 
PRESENTED
 
AS PARTIAL REQUIREMENT OF THE
 
DOCTORATE OF BIOLOGY
 
BY
 
DANIEL MAUVOISIN
 
SEPTEMBER 2011
 
UNIVERSITÉ DU QUÉBEC À MONTRÉAL
 
Service des bibliothèques
 
Avertissement 
La diffusion de cette thèse se fait dans le respect des droits de son auteur, qui a signé le 
formulaire Autorisation de reproduire et de diffuser un travail de recherche de cycles 
supérieurs (SDU-522 - Rév.01-2006). Cette autorisation stipule que «conformément à 
l'article 11 du Règlement no 8 des études de cycles supérieurs, [l'auteur] concède à 
l'Université du Québec à Montréal une licence non exclusive d'utilisation et de 
publication de la totalité ou d'une partie importante de [son] travail de recherche pour 
des fins pédagogiques et non commerciales. Plus précisément, [l'auteur] autorise 
l'Université du Québec à Montréal à reproduire, diffuser, prêter, distribuer ou vendre des 
copies de [son] travail de recherche à des fins non commerciales sur quelque support 
que ce soit, y compris l'Internet. Cette licence et cette autorisation n'entraînent pas une 
renonciation de [la] part [de l'auteur] à [ses] droits moraux ni à [ses] droits de propriété 
intellectuelle. Sauf entente contraire, [l'auteur] conserve la liberté de diffuser et de 
commercialiser ou non ce travail dont [il] possède un exemplaire.» 
UNIVERSITÉ DU QUÉBEC À MONTRÉAL
 
RÉGULATION HORMONALE
 
DE LA STÉAROYL-CoA DÉSATURASE 1 (SCD1) AU NIVEAU HÉPATIQUE
 
ET SON RÔLE AU NIVEAU DU TISSU ADIPEUX
 
THÈSE
 
PRÉSENTÉE
 
COMME EXIGENCE PARTIELLE DU
 
DOCTORAT EN BIOLOGIE
 
PAR
 
DANIEL MAUVOISIN
 
SEPTEMBRE 2011
 
À mes parents 
REMERCIEMENTS 
Cela va faire bientôt cinq ans que j'ai largué les amarres de Brest pour venir 
jeter l'ancre à Montréal et m'embarquer dans cette course. À l'arrivée le résultat de 
cette régate n'est et ne peut être le fruit de l'effort d'un seul. J'aimerais donc 
remercier mes compagnons de voyage. 
Tout d'abord, un très grand merci à ma patronne d'embarcation le Dr. 
Catherine Mounier pour ta confiance, ton appui et ton amitié. Tes précieux conseils 
m'ont profondément aidé à développer mon esprit scientifique et lors des passages en 
eaux tumultueuses m'ont permis de garder le cap. Merci aussi de m'avoir permis, tel 
un timonier voire un pilotin, de tenir la barre quand c'était nécessaire. Je suis fier 
d'avoir été un de tes matelots et j'espère un jour, tes précieux conseils ancrés en moi, 
pouvoir diriger ma propre flottille. Breizh, ma bro ! 
J'aimerais remercier les personnes qUi ont collaboré avec nous durant ces 
projets à saVOIf Victor Dumas et le Dr. Barry Posner de l'Université McGill. Je 
remerCle aUSSi profondément Maude Caron-Jobin et le Dr. André Tchemof 
de l'Université Laval qui m'ont permis de découvrir une facette plus clinique de la 
recherche dans le domaine du métabolisme. 
Je remercie aussi les laboratoires du BioMed spécialement les Dr. Eric Rassart, 
Dr. Julie Lafond et Dr. Benoit Barbeau pour m'avoir permis d'accéder à leur matériel, 
ainsi que pour leurs conseils toujours très appréciés. J'aimerais remercier tous les 
étudiants du i me et du 3ème étage de l'UQÀM et plus particulièrement Cyndia Charfi, 
Ouafa Najyb, Louis-Charles Levros Jr. et Chirine Toufaily pour les nombreux coups 
de mains, conseils mais aussi pour leur amitié. 
v 
Merci à Daniel Lemieux qui m'a accompagné lors de mes escales en 
physiologie animale et humaine. J'ai énormément appris à tes cotés et ce, toujours 
dans la bonne humeur. Ton dévouement envers les étudiants et ton métier m'inspire 
énormément et me restera gravé. 
Je ne remercierai jamais assez tous les marins, mousses et autres pêcheurs de 
savoir qui ont navigué à mes cotés. Je remercie Anne Radenne, Amélie Lavault, 
Floriane Point, Gabriel Rocque, Marilyne Labrie, Marine Mommert, Omar Arfa, et 
particulièrement Marie-Pierre Arnaud, Simon Ducheix, et Michèle Prévost (ma 
franco ontarienne préférée) avec qui j'ai réalisé mes plus belles prises. Explorer les 
méandres du métabolisme lipidique avec vous fut un vrai plaisir. 
Je remercie tous mes amis que j'ai laissés au pays et mes amis de Montréal 
qUi n'ont cessé de m'encourager toutes ces années. J'aimerai enfin, remercier 
profondément ma grand-mère Marie-Thérèse Texier, mes deux grands frères Anthony 
et Jean-Pascal Mauvoisin et mes parents, Alain et Marie-Antoinette Mauvoisin. Vous 
êtes le sémaphore sur lequel j'ai pu m'accrocher lors des moments de doute, vous 
m'avez permis de garder la tête sur les épaules et ainsi m'éviter la déroute. Sans vous, 
rien n'aurait été possible. Je vous dois tellement. 
TABLE DES MATIÈRES 
REMERCIEMENTS iv
 
LISTE DES FIGURES xiii
 
LISTE DES TABLEAUX xvi
 
LISTE DES ABRÉVIATIONS, SIGLES ET ACRONYMES xvii
 
RÉSUMÉ xxiv 
ABSTRACT xxvi 
CHAPITRE l 
ETATS DES CONNAISSANCES l 
1.1 Introduction l 
1.2 La lipogenèse 2
 
1
 
1.2.1 Source d'acides gras au niveau de l'organisme 2
 
1.2.2 La lipogenèse de novo 3
 
1.2.3 Synthèse des acides gras à longue chaîne 4
 
1.2.4 Elongation et désaturation des acides gras 5
 
1.2.5 Les différentes Stéaroyl-CoA Désaturases 8
 
1.2.5.1 Les gènes SCD 8
 
1.2.5.2 Expression et fonctions des isoformes SCD 9
 
1.3 Devenir des acides gras synthétisés de novo Il 
1.3.1 Synthèse des TG, des PL et des EC 12
 
1.3.2 Formation des gouttelettes lipidiques (GL) et des VLDL 13
 
1.4 Stéaroyl-CoA Désaturase 1 : SCD1 18
 
1.4.1 Régulation transcriptionnelle : 18
 
1.4.2 Le promoteur de SCD1 18
 
1.4.3 La régulation post transcriptionnelle 21
 
1.5 Rôle de l'insuline sur le métabolisme 24
 
1.5.1 Rôle de l'insuline dans le métabolisme du Glucose 24
 
1.5.2 Régulation du métabolisme lipidique par l'insuline 25
 
VII 
1.6 Signalisation induite par l'insuline et son rôle au niveau hépatique 28
 
1.6.1 Le récepteur à l'insuline	 28
 
1.6.2 Activation des voies de signalisation en aval du récepteur 29
 
1.6.2.1 Les Insulin Receptor Substrate (IRS) : Isofonnes et
 
structures 29
 
1.6.2.2 Phosphorylation des résidus tyrosines des IRS 30
 
1.6.2.3 Les protéines Shc	 31
 
1.6.3 Les voies de signalisation en aval des IRS	 32
 
1.6.3.1 Phosphoinositide (PI) 3-kinase PI3K	 32
 
1.6.3.2 Akt(ou PKB)	 32
 
1.6.3.3 PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1) 34
 
1.6.3.4 Mammalian Target Of Rapamycin Complex : mTORC 34
 
1.6.3.5 Activation de mTORC1 par l'insuline	 35
 
1.6.3.6 La voie des MAPK ERK1/2	 37
 
1.6.4 Régulation de l'action de l'insuline	 39
 
1.6.4.1 Régulation au niveau du récepteur	 39
 
1.6.4.2 Régulation au niveau des IRS	 40
 
1.6.4.3 Régulation au niveau de PI3K	 42
 
1.6.4.4 Régulation au niveau d' AkL	 42
 
1.6.4.5 Régulation au niveau de la voie des MAPK	 42' 
1.7	 Rôle de la leptine sur le métabolisme des lipides , 44
 
1.7.1 Apport des modèles animaux et effet de la leptine sur SCD 1 44
 
1.7.2 Régulation de la LDN via le SNC	 44
 
1.7.3 Effet indirect de la leptine sur l'expression hépatique de SCD1 .45
 
1.7.4 Action direct de la leptine au niveau hépatique	 46
 
1.8	 Signahsation induite par la leptine et son rôle au niveau
 
périphérique 47
 
1.8.1 Le récepteur à la leptine	 47
 
1.8.2 Activation des voies de signalisation de la leptine	 49
 
1.8.2.1 La voie impliquant Jak-STATs	 49
 
Vlll 
1.8.2.2 MAPK ERKl/2	 50
 
1.8.2.3 PI3K-Akt	 50
 
1.8.2.4 AMPK	 50
 
1.8.2.5 Voies de la leptine indépendantes de Jak2	 51
 
1.8.3 Modulation de l'activation des voies signalisation de la leptine 52
 
1.8.4 Interaction	 entre la signalisation induite par l'insuline et la
 
leptine 53
 
1.8.5 Effet direct de la leptine sur SCD1 au niveau hépatique 55
 
1.9	 Rôle de SCD1 dans l'adiposité, l'obésité et le syndrome
 
métabolique 56
 
1.9.1	 Obésité viscérale, obésité sous cutanée et syndrome
 
métabolique 56
 
1.9.2 Apport des modèles animaux totalement déficients en SCD 1. 56
 
1.9.3	 Effet de la délétion de SCD1 dans différents organes sur
 
l'adiposité 58
 
1.9.3.1 Invalidation de SCD1 au niveau de la peau	 58
 
1.9.3.2 Invalidation de SCD1 au niveau hépatique	 58
 
1.9.4 Rôle de SCD1 au niveau du tissu adipeux (TA)	 59
 
1.9.4.1 Association entre SCD1 et l'obésité chez l'homme 59
 
1.9.4.2 SCD1 un facteur clé de la différenciation adipocytaire 59
 
1.9.4.3 SCD1 un facteur essentiel de l'adiposité et de la
 
formation des GL 60
 
1.9.5 Effet protecteur de SCD1 au niveau du TA SC chez l'homme 61
 
1.10 Problématiques et objectifs 63
 
CHAPITRE II
 
INSULIN REGULATION OF SCD1 GENE EXPRESSION 65
 
Avant propos 66
 
2.1	 Résumé 67
 
2.2 Abstract	 68
 
2.3 Introduction	 69
 
2.4 Material and methods	 72
 
2.4.1 Materials	 72
 
IX 
2.4.2 Plasmid constructions	 72 
2.4.3 Cel! culture and transfection procedure	 73 
2.4.4 Analysis of cel! extract	 74 
2.4.5 Gel Electrophoretic Mobility Shift Assay	 74 
2.4.6 Western blot analysis	 75 
2.4.7 PB-kinase Activity Assay	 76 
2.4.8 RNA analysis	 76 
2.4.9 Statistical analysis	 77 
2.5 Results	 78 
2.5.1 lnsulin stimulates the avian	 SCD 1 promoter activity in chick 
embryo hepatocytes (CEH) 78 
2.5.2 Characterization of the most 3' IRE	 79 
2.5.3 Role	 of PB-kinase and mTor on the insulin-induced SCD 1 
gene transcription 80 
2.6 Discussion	 83 
2.7 Acknowledgments	 87 
2.8 Figure legends 88 
CHAPITRE III 
LEPTIN REGULATION OF SCD 1 GENE EXPRESSION 105 
Avant propos 106 
3.1 Résumé	 107 
3.2 Abstract	 108 
. 
3.3 Introduction	 109 
3.4 Material and methods	 112 
3.4.1	 Materials ~ 112 
3.4.2 Plasmid constructions	 112 
3.4.3 Cell culture and transfection procedure	 113 
3.4.4 Analysis of cel! extracts	 113 
3.4.5 RNA analysis	 114 
3.4.6 Gel Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 114 
3.4.7 Western blot analysis	 115 
x 
3.4.8 Statistical analysis	 116
 
3.5 Results	 117
 
3.5.1 Insulin increases and leptin decreases SCD 1 gene expression 117
 
3.5.2 Effect	 of leptin compared to insulin on ERIO!2 MAPK and
 
Akt activations 117
 
3.5.3 Role of the ERK1I2 MAPK pathway on SCD1 gene expression 118
 
3.5.4	 Characterization of the leptin-activated signaling pathway:
 
Role of Janus Kinase 2 and p90RSK 119
 
3.5.5 Transcriptional regulation of SCD 1 promoter by leptin 121
 
3.6 Discussion	 124
 
3.7 Acknowledgments	 129
 
3.8 Figure legends 130
 
CHAPITRE IV
 
ROLE OF SCD1 IN HUMAN ADIPOSE TISSUE 149
 
Avant propos 150
 
4.1 Résumé	 , 151
 
4.2 Abstract	 152
 
4.3 Introduction	 153
 
4.4 Subjects, material and methods	 156
 
4.4.1 Subjects	 : 156
 
4.4.2 Dietary data	 -156 
4.4.3 Body fatness and body fat distribution measurements 157
 
4.4.4 Plasma lipid-lipoprotein measurements	 157
 
4.4.5 Adipose tissue sampling	 157
 
4.4.6 Fatty acid profile	 158
 
4.4.7 Messenger Ri"JA expression and protein levels	 158
 
4.4.8 Western blot analyses	 159
 
4.4.9 Statistical analyses	 160
 
4.5 Results	 161
 
4.6 Discussion	 163
 
4.7 Acknowledgment.	 167
 
Xl 
4.8 Tables	 168
 
4.9 Figure 1egends	 172
 
CHAPITRE V
 
CONCLUSION ET PERSPECTIVES 176
 
5.1 Conclusion	 177
 
5.2 Perspectives	 180
 
5.2.1 Régulation de l'expression de SCD1 par l'insuline 180
 
5.2.1.1 Effet de l'insuline sur le niveau de transcription et
 
d'ARNm de SCD1 180
 
5.2.1.2 Implication possible d'AktIPK.B dans la régulation de
 
SCD 1 par l'insuline 182
 
5.2.1.3 Rôle de mTORCl dans la régulation de la
 
lipogenèse hépatique 183
 
5.2.2 Mécanismes impliqués en aval de mTORC 1	 187
 
5.2.2.1 Identification des facteurs de transcription au niveau de
 
l'IRE distal du promoteur aviaire 187
 
5.2.2.2 Implication des facteurs de transcription au niveau de
 
l'IRE proximal 188
 
5.2.2.3 Mécanismes impliqués en aval de mTORC 1 188
 
5.2.2.4 Lien entre mTORCl et SREBP-1 /NF-Y	 189
 
5.2.3 Régulation de l'expression de SCD 1 par la leptine 192
 
5.2.3.1 Effet de la leptine au niveau transcriptionnel l92 
5.2.3.2 Effet de la leptine sur l'effet inducteur de l'insuline 194
 
5.2.3.3 Effet de la leptine sur SREBP-1	 195
 
5.2.3.4 Effet de la leptine sur la stabilité du transcrit et de la
 
protéine ; 196
 
5.2.4 Rôle de SCD 1 et de la delta-9-désaturation au niveau du TA 198 .
 
5.2.4.1 La lipogenèse est active au niveau du TA	 198
 
5.2.4.2 L'indice de désaturation (C18:1/C18:0) est associé	 à
 
l'expansion du TA 199
 
5.2.4.3 Le TA SC est sensible à l'action de l'insuline et stocke
 
les AG sur le long tenue 200
 
Xli 
5.2.4.4 SCDl n'est pas régulée de la même façon dans le TA
 
OM et SC : 200
 
5.2.4.5 Le ratio Ci6:1/C16:0 serait associé à l'insulino­
résistance 205
 
ANNEXE l
 
HORMONAL AND NUTRITIONAL REGULATION OF SCD l GENE
 
EXPRESSION 207
 
A.l.1 Résumé 208
 
A1.2 Abstract.. 209
 
A.l.3 Introduction	 210
 
A.1.4 Stearoyl-CoA Desaturase gene 211
 
A1.5 Role ofSCD1 in obesity and canceL : 212
 
A.1.6The honnonal regulation of SCD 1	 214
 
A.1.6.1 Insulin 214
 
Al.6.2 Leptin 215
 
A.l.6.3 Others	 217
 
A.1.7 The nutritiona1 regulation	 220
 
Al.7.l Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) 220
 
Al.7.2 Carbohydrates 222
 
A.1.7.3 Others 223
 
Al.8 Conclusion : 225
 
A.l.9 Tables 226
 
A.1.l0 Figure 1egends 228
 
RÉFÉRENCES 230
 
LISTE DES FIGURES 
Figure	 Page 
1.1 Mécanisme d'action de la delta-9 désaturase	 1
 
1.2 Situation de SCD 1 une enzyme clé du métabolisme des lipides 7
 
1.3 SCD 1 une protéine transmembranaire localisée au niveau du RE 9
 
1.4 Assemblage des VLDL.	 16
 
1.5 Résumé des principales voies du métabolisme des lipoprotéines 17
 
1.6 Schéma des 400 premières paires de bases du promoteur SCD 1. 19
 
1.7 Séquence du promoteur SCD 1 aviaire	 20
 
1.8 Analyse de l'ADNc du gène cSCD 1	 22
 
1.9 Analyse des sites potentiels de fixation de miRNA sur l'ADNc du gène
 
humain hSCD 1 23
 
1.1 0 Activation des précurseurs pSREBPs inactifs en nSREBPs 26
 
1.11 Structure du récepteur à l'insuline	 29
 
1.12 Structure des IRS	 31
 
1.13 Représentation schématique d'Akt et de PDKl	 33
 
1.14	 Régulation de la formation du complexe mTüRCl par l'insuLine et
 
activation de p70-S6kinase 36
 
1.15 Modèle d'activation de p90RSK.	 38
 
1.16 Voies de signalisation induites par l'insuline	 39
 
1.17 Principaux sites de phosphorylation de IRS 1 mUTin	 41
 
1.18 Régulation de la sensitivité à l'insuline	 43
 
1.19	 Régulation de l'expression de SCDl au niveau hépatique par la
 
leptine 47
 
1.20 Les récepteurs à la leptine übR	 48
 
1.21 Principales voies de signalisation induites en aval des übR 51
 
1.22 Régulation positive et négative de l'effet de la leptine	 53
 
XIV 
2.1	 Effect of insulin on cells transfected with constructs contamlllg
 
different deletions of the 5'-flanking region of the SCD1 gene 1inked
 
to luciferase 88
 
2.2 Analysis of DNA binding activity of the nuclear protein$ from insulin­
treated cells on the chicken SCO 1 promoter. 89
 
2.3	 Effect of insulin on cells traT).sfected with a construct lacking the
 
Insulin Response Element 2 ; 89
 
2.4 Effect	 of LY294002 and rapamycin on insulin responses in chick
 
embryo hepatocytes 90
 
2.5 Effect	 of LY294002 and rapamycin on insulin-induced SCOI gene
 
expression 91
 
2.6 Effect	 of the dominant-negative p85 mutant on PI3- kinase, Akt and
 
SC01 promoter activities in response to insulin in HepG2 cells 91
 
2.7 Effect of LY294002 and rapamycin on insulin-mediated activation of
 
the human SCO 1 promoter activity in HepG2 cells 92
 
2.8 Schematic representation of the regulation of SCD 1 gene transcription
 
in hepatic cells 93
 
2.9 Conservation	 of the putative mTor and p70-S6kinase phosphorylated
 
sites in both human and chicken SREBP-1 and NF-y 93
 
3.1	 Effect of insulin and leptin on SCO 1 expression in HepG2 cells 130
 
3.2 Effect of insulin and 1eptin on phosphorylation of ER.Kl/2 and Akt in
 
HepG2 cells 131
 
3.3 Effect of P098059 on insulin-mediated activation and leptin-mediated
 
inhibition of SCO 1 gene expression in HepG2 cells 131
 
3.4 Effect of Ag490 on leptin-mediated SC01 expression	 132
 
3.5 Effect of SL0101 on leptin-mediated SCD1 expression	 133
 
3.6 Effect ofleptin on the most 3'IRE ofSCOl promoter	 134
 
3.7 Analysis	 of the DNA binding activity of the nuc1ear proteins from
 
1eptin-treated cells on the chicken SCO 1 promoter 134
 
3.8 Schematic representation of the regulation of SCD 1 gene transcription
 
in hepatic cells 135
 
3.9 Schematic representation	 of the most 3' region of the human and the
 
avian SC01 promoter.. 136
 
4.1 Comparison of diet and adipose tissue fatty acid content.	 172
 
xv 
4.2 Association between SCD 1 expression and total body fat mass 172
 
4.3	 Comparison between üM and SC adipose tissue of SCD 1 expression,
 
P-ERK1I2 level and ERK1/2 expression in non obese and obese
 
patient. 172
 
5.1 Résumé des principaux résultats obtenus	 179
 
5.2 Effet de la rapamycine en présence d'insuline sur l'activation d' Akt. 184
 
5.3	 Position de mTüRCl dans la résistance à l'insuline au niveau
 
hépatique 186
 
5.4 Représentation de la séquence de SREBP-1 (humain)	 190
 
5.5	 Mécanisme potentiel de l'effet inhibiteur de la leptine au niveau du
 
promoteur SCD 1 dans les cellules hépatiques 193
 
5.6 Effet de la leptine sur l'effet de l'insuline et conséquence sur SREBP-1 196
 
5.7	 Comparaison entre le TA üM et SC du niveau d;expression du
 
récepteur à l'insuline (IR) chez des' patientes en surpoids ou non 202
 
A.1.1 Diagram of the SCD 1 gene promoter.	 228
 
LISTE DES TABLEAUX 
Tableau	 Page 
1.1 Expression et substrats préférentiels des isoformes de SCD	 Il 
4.1 Characteristics of the subjects	 168
 
4.2 Dietary intakes	 of energy, macronutrients, fatty acids and fibers in
 
women with small or large omental adipocytes but similar total
 
adiposity or subcutaneous adipocyte sizes 169
 
4.3 Subcutaneous and omental adipose tissue fatty acid composition in
 
women with either small or large omental adipocytes but similar total
 
adiposity or subcutaneous adipocyte sizes 170
 
4.4	 Pearson correlation coefficients between measures of 16:0, 18:0,
 
elongation index or desaturation index and adiposity or blood lipid
 
profile measures 171
 
5.1	 Coéfficients de corrélations de Pearson entre le niveau d'expression
 
d'ARNm normalisé par Atp50 et de protéine SCD1 normalisé par
 
GAPDH 203
 
A.1.1 Regulation of SCD1 expression by hormonal factors	 226
 
A.1.2 Regulation of SCD1 expression by nutrients	 227
 
LISTE DES ABRÉVIATIONS, SIGLES ET ACRONYMES 
4E-BPl Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 
AA Acide Arachidonique 
ACAT Acyl-CoA:Cholesterol Acyltransferase-l 
Acc Acétyl-CoA Carboxylase 
ADN Acide désoxyribonucléique 
ADNc Acide désoxyribonucléique complémentaire 
ADRP Adipose Differentiation Related Protein 
AG Acide Gras 
AGC kinase cAMP-dependant, cGMP-dependent and protein kinase C 
AGL Acide Gras Libre 
AGMI Acide Gras Monoinsaturé (voir aussi MUFA) 
AGNE Acide Gras Non Esterifié 
AGPAT LPAAT, lysophosphatidic acid acyltransferase 
AGPI Acide Gras Polyinsaturé (voir aussi PUFA) 
AGS Acide Gras Saturé (voir aussi SFA) 
Akt ou PKB Protéine Kinase B 
ALA Alpha Linolenic Acid 
AMPK 5' AMP-activatedprotein kinase 
AP-l Activated Protein-l 
ARN Acide ribonucléique 
ARNm Acide ribonucléique messager 
ASa Antisens Oligonucleotide 
ATP Adenosine Triphosphate 
BMI Body mass index 
BSCL Berardinelli-Seip Congenital Lipodystrophy 
BSA Bovine serum albumin 
XVlll 
C16:0 Acide palmitique 
C16:1 Acide palmitoléique 
C18:0 Acide stéarique 
C18:1 Acide oléique 
cDNA ADNc 
CIEBP CCAAT-enhancer-binding proteins 
CE Cholesteryl Ester (voir aussi EC) 
CEH Chick Embryo Hepatocyte 
CETP Cholesteryl ester transfer protein 
ChIP Chromatine Immunoprecipitation 
CHa Hydrate de carbones, Carbohydrates 
ChREBP Carbohydrate Response Element Binding Protein 
CLA Conjugated Linoleic Acid 
CM Chylomicron 
CPTl Carnitine palmitoyltransferase-l 
CREB cAMP response element-binding 
CTDK C-terminal kinase domain 
DAG Diacylglycérol 
DEPC Diethylpyrocarbonate 
DEXA Dual-energy X-ray absorptionmetry 
DGAT Diacylglycerol Acyltranferase 
DHA Acide docosahexaénoïql.le 
DHEA Dehydroepiandrosterone 
DIO Diète induisant l'obésite 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
DNL De nova lipogenesis (voir aussi LON) 
EC Ester de cholesterol (voir aussi CE) 
EDTA Acide éthylène-diamine-tétraacétique 
EGF Epidermal Growth Factor 
XIX 
EGTA Acide éthylène glycol tétra-acétique 
eIF4E Eukaryotic translation initiation factor 4E 
ELOVL Elongation ofvery long chain fatty acidprotein 
EMSA Electrophoretic mobility shift assay 
EPA Acide éicosapentaénoïque 
ER Endoplasmic Reticulum (voir aussi RE) 
ERKl/2 Extracellular Regulated Kinase ~ 
FAS Fatty Acid Synthase 
FFQ food frequency questionnaire 
FGF Fibroblast growth factor 
FOXO Forkhead box 0 
G3P Glycérol-3- phosphate 
G6Pase Glucose-6-phosphatase 
G6PD Glucose-6-phosphate déhydrogenase 
GAPDH Glycéraldehyde 3-phosphate déhydrogenase 
GC Gas Chromatography 
GH Growth Hormon 
GL Gouttelettes Lipidiques 
GLUT Glucose transporter 
GPAT Glycerol-3-phosphate acyltransferase 
Grb2 Growthfactor receptor-bound protein-2 
GS Glycogen Synthase 
GSK3 Glycogen Synthase Kinase 3 
HDL High Density Lipoprotein 
HMG 3-hydoxy-3-methyl-glutaryl-CoA 
HPRTl Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 
l Insuline 
IlL lnsulinelLeptine 
lGF Insulin Growth Factor 
xx 
IGFBP-l Insulin-like growth factor-binding protein 1 
Insig Insulin Induced Gene 
IR Insulin Receptor 
IRE Insulin Response Element 
IRS Insulin Receptor Substrate 
Jak2 Janus kinase 2 
JNK c-Jun N-Terminal Kinase 
Kb Kilo base 
kDa Kilo Dalton 
KGF Keratinocyte Growth Factor 
L Leptine 
LCAT Lecithin Cholesterol Acyltransferase 
LDL Low Density Lipoprotein 
LDLr LDL receptor 
LDN Lipogenèse de novo (voir aussi DNL) 
LepRE Leptin Response Element 
LPA Acide Lysophosphatidique 
LPAAT lysophosphatidic acid acyltransferase 
LPL Lipoprotéine Lipase 
LXR Liver X Receptor 
MAPK Mitogen Activated Protein Kinase 
MCH Melanin concentrating hormon 
MEK1/2 MAPK kinase 1/2 
MEM Minimum Essential Medium 
MMP-l Matrix metalloproteinase-l 
mRNA ARN messager 
mTor Mammalian Target OfRapamycin 
mTüRCl Mammalian Target OfRapamycin Complex J 
mTüRC2 Mammalian Target OfRapamycin Complex 2 
XXI 
MTP 
MUFA 
NF-l 
NF-Y 
NTKD 
ob 
ObR 
OM 
PA 
PAP 
PAT 
PCR 
PDGF 
PDKI 
PEPCK 
PGCl 
PH 
PI 
PI3K 
PIP2 
PIP3 
PKB 
PKC 
PL 
PLIN 
PP2A 
PPAR 
PUFA 
PTB 
Microsomal Transfer Protein 
Monounsaturatedfatty acid (voir aussi AGMI) 
Nuclear Factor 1 
NuclearFactor Y 
N-Terminal kinase domain 
obese gene (gène de la leptine) 
obese receptor (récepteur à la leptine) 
Omental 
Acide Phosphatidique 
PA phosphatases 
"Perilipin, ADRP, TIP47" 
Polymerase Chain Reaction 
Platelet-derived growth factor 
3-phosphoinositide-dependent protein kinase-l 
Phosphoenolpyruvate carboxykinase 
Peroxisome proliferative activated receptor gamma co-activator 1 
Pleckstrin Homology 
Propidium Jodide 
Phosphoinositide-3-kinase 
Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate 
Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate 
Akt 
Protéine Kinase C 
Phospholipide 
PERILIPIN 
Protein phosphatase 2 
Peroxisome proliferator-activated receptor 
Polyunsaturated Fatty Acid (voir aussi AGPI) 
Phospho Tyrosine Binding 
XXI! 
PIEN Phosphatase and Tensin homolog 
PIPIB Phosphotyrosines phosphatases lB 
qRI-PCR RI-PCR quantitative 
RAR Retinoic Acid Receptor 
RE Reticulum Endoplasmique (voir aussi ER) 
mRNA ARNm 
RSK Ribosomal S6 Kinase 
RSV Rous Sarcoma Virus 
RI Reverse Transcription 
RXR Retinoid X Receptor 
SIP Site-l-protéase 
SAI Subcutaneous adipose tissue 
SC Sous Cutané 
SCAP SREBP cleavage-activating protein 
SCD Stéaroyl-CoA Désaturase 
cSCD chicken SCD 
gSCD goose SCD 
hSCD human SCD 
mSCD mouse SCD 
rSCD rat SCD 
SDS Sodium dodecyl suljate 
SDS-PAGE Sodium dodecyl suljate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SFA Saturated Fatty Add (voir aussi AGS} 
SH2 Src Homology 2 
Shc Src homology 2 domain containing 
SHIP2 SH2 domain-containing inositol-5'-phosphatase 2 
SNC Système Nerveux Central 
SOCS3 Suppressor ofcytokine signaling 3 
Sos Son OfSevenless 
XXIII 
SpI 
SRBI 
SRE 
SREBP 
STAT 
TA 
TBST 
TG 
TGF 
TIFIA 
TIMP-I 
TIP47 
TK 
TNF 
TSC 
TR 
TZD 
UCPI 
USF 
UTR 
VAT 
VLDL 
Stimulating Protein 1 
Scavenger receptor Bl 
Sterol Response Element 
Sterol Response Element Binding Protein 
pSREBP precursor SREBP 
nSREBP nuclear SREBP 
Signal Transducer and Activator ofTranscription 
Tissu Adipeux 
Tris-Buffered Saline and Tween 20 
Triglycéride 
Transforming Growth Factor 
Translation Initiation Factor lA 
Tissue Inhibitor ofMetalloproteinase 1 
PLIN3 perilipin 3 
Thymidine kinase 
Tumor Necrosis Factor 
Tuberous Scleros is Complex 
Triiodothyronine receptor 
Thiazolidinédione 
Uncoupling Protein 1 
Upstream Stimulating Factor 
Untranslated Region 
Visceral adipose tissue 
Very Low Density Lipoprotein 
RÉSUMÉ 
La Stearoyl-CoA Désaturase-l (SCDI) est l'enzyme catalysant la synthèse des acides 
gras monoinsaturés, synthétisant le palmitoléyl-CoA (CI6:1) etl'oléoyl-CoA (CI8:1) 
à partir respectivement du palmitoyl-CoA (CI6:0) et du stéaroyl-CoA (CI8:0). Ces 
acides gras entrent ensuite dans la composition des triglycérides et des 
phospholipides membranaires. L'altération de la composition des phospholipides a 
été impliquée dans de nombreuses maladies incluant l'obésité et le syndrome 
métabolique associé. 
SCD 1 est fortement exprimée au nIveau du foie et du tissu adipeux. Elle est 
étroitement régulée par de nombreux facteurs nutritionnels et hormonaux 
principalement au niveau transcriptionnel mais aussi via une dégradation protéiquè 
rapide. Ceci permet à la cellule d'adapter l'activité enzymatique de SCDI à la 
demande physiologique. Au niveau hépatique, l'insuline et la leptine sont impliquées 
respectivement dans la stimulation et l'inhibition de l'expression de SCDl. Leur 
fixation sur leur récepteur respectif précède l'activation de nombreuses voies de 
signalisation, qu'elles partagent pour la plupart, comme la voie 3-phosphoinositide­
dependent protein kinase-l (PDK) et la voie des Mitogen Activated Protein Kinase 
Extracellular Regulated Kinase 1/2 (MAPK ERKl/2). 
Les travaux présentés dans cette thèse ont permis de caractériser les mécanismes 
impliqués dans l'action de l'insuline et de la leptine sur l'expression de SCDl. Dans 
un premier temps, nous avons mis en évidence l'implication de la voie PI3K­
Mammalian Target Of Rapamycin (mTor) et des facteurs de transcription Sterol 
Response Element Binding Protein-l (SREBP-l) et Nuclear Factor Y (NF-Y) dans la 
stimulation de l'expression de SCDl par l'insuline. Dans un deuxième temps, nous 
avons démontré l'implication de la voie des MAPK ERKl/2 dans l'inhibition de 
l'expression de SCDI par la leptine. Nos résultats suggèrent aussi un rôle important 
du facteur de transcription Stimulating Protein 1 (Sp 1) dans ce phénomène. Au 
niveau transcriptionnel, l'action de l'insuline et de la leptine semble indépendante 
l'une de l'autre. Cependant, il apparaît globalement que l'effet inhibiteur de la leptine 
supplante l'effet activateur de l'insuline au niveau de l'expression de SCDI. 
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Le tissu adipeux est le lieu de stockage principal des triglycérides. L'analyse de la 
composition de ces triglycérides révèle que le C18:1 constitue l'acide gras le plus 
abondant. Des travaux réalisés sur des modèles animaux suggèrent fortement qu'une 
activité élevée de SCD l au niveau du tissu adipeux est fortement corrélée avec 
l'adiposité et l'obésité. 
Dans une troisième partie, nous avons donc testé l'hypothèse que la désaturation 
induite par SCDI est positivement reliée à l'expansion du tissu adipeux. Nous avons 
montré que, indépendamment de leur apport en acides gras, le taux de Cl8:0 était 
diminuée dans le tissu adipeux omental de femmes atteintes d'obésité viscérale. De 
plus, chez ces patientes, ne présentant pas de syndrome métabolique, l'indice de 
désaturation (CI8: I/CI8:0) était augmenté. Nous avons aussi montré une association 
entre le niveau d'adiposité de ces patientes et la diminution du niveau de CI8:0. 
L'adiposité de ces femmes a aussi été associée à l'augmentation de l'indice de. 
désaturation (CI8: I/CI8:0) et à l'augmentation du niveau d'expression de SCD 1. 
En conclusion, nos travaux attestent la complexité de la régulation de l'expression de 
SCD 1. Nos études confirment aussi le rôle clé de SCD I au niveau du métabolisme 
lipidique, du développement de l'obésité et du syndrome métabolique associé. 
Mots clés: Désaturase, SCD l, Insuline, Leptine, Protéines kinases, PI3K, mTor, 
MAPK, ERKl/2, SREBP-I, NF-Y, SpI, foie, tissu adipeux. 
ABSTRACT 
Stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCDl) is the rate limiting enzyme catalyzing the 
biosynthesis of monounsaturated fatty acids preferentially from palmitoyl-CoA 
(CI6:0) and stearoyl-CoA (CI8:0) forming respectively palmitoleyl-CoA (CI6:1) 
and oleyl-CoA (C 18: 1). These monounsaturated fatty acids are the key components 
of triglycerides and. membrane phospholipids. Alterations in phospholipids 
composition have been implicated in a variety of diseases including obesity and the 
associated metabolic syndrome. 
SCDl is highly expressed in liver and adipose tissue. Its expression is tightly 
regulated by a variety of nutritional and hormonal factors mainly at the transcriptional 
level, but also via a rapid protein degradation. The resulting fluctuation of 
intracellular SCD 1 concentration causes variation of enzymatic activity in response to 
various physiologic demands. In liver, insulin and leptin are respectively implicated 
in the stimulation and the inhibition of SCDl expression. The binding of these 
hormones to their respective receptors is followedby· the activation of numerous 
signaling pathways such as the 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-l (PI3K) 
pathway and the Mitogen Activated Protein Kinase Extracellular Regulated Kinase 
1/2 (MAPK ERKI/2) pathway. 
In this thesis, we characterize, in hepatic cells, the mechanisms mediating the insulin 
and leptin effects on SCDl expression. We firstly showed that insulin activates SCD 1 
gene expression via a signaling pathway implicating PI3K and the Mammalian 
Target Of Rapamycin (mTor) and the downstream transcription factors Sterol 
Response Element Binding Protein-l (SREBP-l) and Nuclear Factor Y (NF-Y). In 
the second part, we showed that leptin exerts an inhibitory effect on SCDl expression 
via a signaling pathway implicating MAPK ERKI/2, which probably targets the 
downstream transcription factor SpI on the SCDl promoter. Moreover, insulin and 
leptin effects on SCD 1 expression seem to be independent at the transcriptionallevel. 
Rowever, leptin keeps its inhibitory effect on SCDl expression in the presence of 
insulin. Rence, leptin effect seems globally dominant compared to that of insu lin on 
SCDl expression. 
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Adipose tissue is the major reservoir of energy stored as triglycerides. Furthermore, 
CI8:1, the main product of SCDI reaction, is the predominant fatty acid found in 
human adipose tissue. Previous studies performed on animaIs suggest that SCD 1 
activity is positively associated with adiposity and also the development of obesity. 
In the third part of this thesis, we tested the hypothesis that adipose tissue SCDI 
activity and expression wouId be increased in expanded fat compartments. We found 
that, independently of dietary fat intake, the content of C18:0 was significantly lower 
in omental fat of women viscerally obese, whereas the desaturation index 
(CI8: lICI8:0) was higher. In our cohort of patients that do not develop any 
characteristic of the metabolic syndrome, we also observed a negative correlation 
between the C18:0 content and adiposity. Moreover, adiposity was positively 
associated with the desaturation index (C18:l/C18:0) and SCDl expression. 
Our work supports the complexity of the regulation of SCDI expression. Our studies 
also confirm the key role of SCDI in lipid metabolism, the development of obesity 
and the associated metabolic syndrome. 
Key words: Desaturase, SCDI, Insulin, Leptin, Protein kinases, PI3K, mTor, MAPK, 
ERKl/2, SREBP-I, NF-Y, SpI, liver, adipose tissue. 
CHAPITRE 1
 
ETAT DES CONNAISSANCES
 
1.1 Introduction 
Les acides gras (AG) alimentaires ou synthétisés de novo jouent plusieurs rôles 
essentiels dans l'organisme chez les mammifères. Ils représentent la forme principale de 
stockage de l'énergie sous forme de triglycérides (TG), constituent les phospholipides (PL) 
membranaires et sont impliqués dans la signalisation cellulaire. La Stéaroyl-CoA 
Désaturase (SCO) est l'enzyme catalysant la formation des acides gras monoinsaturés 
(AGMI). Bloomfield et Bloch furent les premiers à identifier la delta-9-désaturation chez 
les mammifères (Bloomfield and Bloch 1960). SCO fut ensuite purifiée à partir de foie de 
rat par Strittmatter en 1974 (Strittmatter, Spatz et al. 1974). Cette enzyme est intégrée à un 
système de désaturation enchâssé dans le réticulum endoplasmique (RE) et composé 
d'une flavoprotéine NAOH-cytochrome b5 réductase, d'un cytochrome b5 et de la 
désaturase en elle-même. Elle catalyse la delta-9-désaturation en cis des acyl-CoA de 12 à 
19 carbones avec une préférence pour le palmitoyl-CoA (C16:0) et le stéaroyl-CoA 
(C18:0) respectivement convertis en palmitoléyl-CoA (C16:1 n-7) et oléyl-CoA (C18: 1 n­
9) (Enoch, Catala et al. 1976) (Fig. 1. 1). 
o 9 co~ 
Stéaroyl-CoA (08:0) 
NAD(P)H+H +XCytochrome b 5 reductase X2 cytochrome b 5 )i@02(FADHz) Fe2+ 
NAD(P) Cytochrome bs reductase 2 cytochrome b 5 2Hp 
(FAD) Fe 3+ 
o 
CoA-S 
Oléoyl-CoA (C18:1) 
Figure 1.1 : Mécanisme d'action de la delta-9 désaturase. 
Le complexe permettant la delta-9-désaturation est composé d'une flavoprotéine NADH­
cytochrome b5 réductase, d'un cytochrome b5 et de la Stéaroyl-CoA Oésaturase (SCO). 
Ce schéma représente le processus de delta-9-désaturation du Stéaroyl-CoA (C18:0) en 
Oléoyl-CoA (C18:l n-9) catalysé par SCO (Paton and Ntambi 2009). 
2 
Les AGMI, synthétisés par SCD, sont ensuite utilisés comme substrats de 
synthèse pour de nombreuses classes de lipides notamment les PL, les TG et les esters de 
cire et de cholestérol (EC). Une modification du ratio Acide Gras Saturés (AGS)/AGMI 
est rencontrée dans de nombreux désordres tels que le cancer, l'obésité et le syndrome 
métabolique associé. SCD constitue par conséquent une des enzymes clé du métabolisme 
lipidique. Cet état des connaissances vise dans un premier temps, à situer SCD dans le 
métabolisme des lipides. Par la suite, nous présenterons la façon dont SCDI est régulée en 
insistant sur les rôles de l'insuline et de la leptine au niveau hépatique. Nous terminerons 
cet état des connaissances en introduisant le rôle de SCDl dans la formation du tissu 
adipeux (TA) et son lien avec les pathologies métaboliques. 
1.2 La lipogenèse 
1.2.1 Source d'acides gras au niveau de l'organisme 
La lipogenèse consiste en la synthèse d'AG à longue chaîne qui entrent dans la 
composition de nombreuses classes de lipides tels que les PL, les EC et les TG. Les 
principaux sites de la lipogenèse sont le foie, la muqueuse intestinale, le TA et la glande 
mammaire. Le régime alimentaire des mammifères est riche en AGMI et particulièrement 
riche en acide oléique (C18:1 0-9). L'intestin fourni les AG de la diète, principalement 
sous forme de TG, et les mets en circulation. Le foie est un organe central au niveau du 
métabolisme lipidique puisqu'il est capable de prélever et d'estérifier les AG 
plasmatiques mais aussi de les ~-oxyder permettant la formation d'acétyl-CoA. L'acétyl­
CoA peut être aussi dérivé du catabolisme des hydrates de carbones (Glycolyse et Cycle 
de Krebs) et constitue le substrat de base dans la synthèse de novo des AG. Les AG, 
principalement sous forme de TG, sont transitoirement stockés sous la forme de 
goutellettes lipidiques (GL) et sont ensuite assemblés et sécrétés dans des Very Low 
Density Lipoproteins (VLDL) au niveau hépatique ou de chylomicrons (CM) au niveau 
intestinal impliquant respectivement chez l'homme les lipoprotéines ApoBlOO et ApoB48. 
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Les tissus périphériques tel que le TA et les muscles prélèvent les AG exportés 
dans la circulation, via notamment l'action de la lipoprotéine lipase (LPL) qui est une 
enzyme lipolytique exprimée à la surface des épithéliums vasculaires au niveau de ces 
organes (Blasiole, Davis et al. 2007). La lipogenèse étant constamment active au niveau 
du TA, ces AG sont remaniés et par la suite, stockés sous forme de TG sous la forme de 
GL. Cependant, le TA est aussi capable de synthétiser des AG de nova à partir de sucres 
prélevés dans la circulation (Aarsland, Chinkes et al. 1997; Brunengraber, McCabe et al. 
2003). 
1.2.2 La lipogenèse de novo 
Les sites où se déroule majoritairement la lipogenèse de nova (LDN) sont le foie et 
le TA. Cependant, les principaux lieux de synthèse varient suivant les espèces. Ainsi, la 
LDN est principalement hépatique chez le poulet (jusqu'à 90% en période post-prandiale) 
(O'Hea and Leveille 1969), Chez les mammifères comme les rongeurs, la LDN se déroule 
au niveau du foie et du TA qui peut représenter jusqu'à 50% de la synthèse des AG 
(O'Hea and Leveille 1969; Brunengraber, McCabe et al. 2003). Chez le porc environ 80% 
des AG dérivent de la LDN au niveau du TA (O'Hea and Leveille 1969). Chez l'homme, 
,la LDN est globalement moins active comparativement aux autres mammifères (Letexier, 
Pinteur et al. 2003). En condition normale et lors d'une diète riche en sucres, elle est 
moins active au niveau adipocytaire comparé au niveau hépatique si elle est rapportée à la 
masse de tissu. En se basant sur l'organisme en entier, la contribution des deux organes 
semble comparable (Diraison, Yankah et al. 2003). Par contre, lors d'une diète très riche 
en sucres, la contribution de la LDN est estimée à 2% au niveau du foie et aux alentours 
de 200/0 au niveau du TA (Aarsland, Chinkes et al. 1997; Strawford, Antelo et al. 2004). 
La LDN fait intervenir de nombreuses enzymes étroitement régulées au niveau 
transcriptionnel et allostérique. Elle est fortement influencée par l'alimentation et les 
hormones. En effet, la nature des substrats utilisés par la LDN varie suivant le régime 
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alimentaire de l'individu: Par exemple, une forte consommation de sucres va stimuler la 
lipogenèse au niveau hépatique (Hudgins, Hellerstein et al. 1996; Chong, Hodson et al. 
2008). Au niveau du TA, la lipogenèse est constamment active (Diraison, Yankah et al. 
2003) et un apport en AG saturés produit une stimulation de la LDN, notamment de la 
désaturation. (Warensjo, Riserus et al. 2008; Collins, Neville et al. 2010). En effet, la 
principale forme stockée des AG est la forme monoinsaturée. 
Les acides gras polyinsaturés à longue chaines (AGPI) constituent à l'inverse, des 
iMibiteurs de la LDN. En effet, les AGPI de la famille des oméga-3 comme l'acide 
eicosapentaènoïque (EPA; C20:5 n-3) et l'acide docosahexaénoïque (DRA; C22:6 n-3) 
tout comme les oméga-6 tel que l'acide arachidonique (AA; C20:4 n-6) sont capables de 
modifier l'expression des gènes de la lipogenèse notamment au niveau transcriptionnel et 
de la stabilité du messager. Les mécanismes empruntés varient suivant la nature de 
l'AGPI, cependant le DHA et l'EPA constituent des inhibiteurs plus puissants de la 
lipogenèse comparés à l'AA (Sampath and Ntambi 2005; Jump 2011). 
1.2.3 Synthèse des acides gras à longue chaîne 
La première réaction limitante de la synthèse des AG est la carboxylation de 
l'acétyl-CoA en malonyl-CoA catalysée par l'Acétyl-CoA Carboxylase (Ace). Par la suite, 
après sept tours de l'hélice de Wakil, le complexe enzymatique de la Fatty Acid Synthase 
(FAS) fournit le palmitoyl-CoA (C16:0) (Chirala and Wakil 2004). Cette synthèse 
nécessite l'apport d'un pouvoir réducteur, sous forme de NADPH, fourni par les enzymes 
de la glycolyse, l'enzyme malique et le cycle des pentoses phosphates (Hillgartner and 
Charron 1998). 
L'Ace présente deux isoformes, Acc1 qui est cytosolique et Acc2 qui est localisée 
au niveau de la membrane mitochondriale. Ces deux isoformes sont exprimées au niveau 
du TA et du foie où Acc2 représente 25% du niveau d'expression d'Ace total (Winz, Hess 
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et al. 1994). Le malonyl-CoA produit par Acc2 inhibe la Carnityl-palmytoyltransférase­
1 (CPTl) de façon allostérique contribuant ainsi à la régulation de la ~-oxydation des AG 
(McGarry 2002). L'Acc est régulée par de nombreux mécanismes: elle est stimulée par le 
citrate et inhibée par les acyl-CoA à longue chaîne de façon allostérique (Ogiwara, 
Tanabe et al. 1978; Moule, Edgell et al. 1992). L'Acc est aussi régulée par 
phosphorylation au niveau de nombreux résidus. Une fois phosphorylée par l'AMP 
activatedprotein kinase (AMPK) au niveau des résidus sérines 79,1200 et 1215, l'Acc 
est moins sensible au citrate et devient plus sensible à l'effet inhibiteur des acyl-CoA 
produisant une réduction de son activité (Hardie 1992). L'insuline stimule à la fois 
l'expression et l'activité des deux isoformes Ace. L'expression d'Acc! est sous le 
contrôle négatif des hormones thyroïdiennes et des AG à chaines moyennes (Zhang, Yin 
et al. 2003; Zhao, Iwasaki et al. 2010). La FAS est régulée principalement au niveau 
transcriptionnel. Elle est stimulée par l'insuline, les hormones thyroïdiennes et inhibée par 
les AGPI et les AG à chaînes moyennes (Griffin and Sul 2004; Sampath and Ntambi 2005; 
Akpa, Point et al. 2010). 
1.2.4 Elongation et désaturation des acides gras 
Le palmitoyl-CoA constitue le principal produit de la FAS. Celui-ci peut être 
ensuite élongué ou désaturé. Les élongases (ELOVL ; Elongation ofvery long chain fatty 
acid), sont localisées au niveau mitochondrial et au niveau du RE. Chez les mammifères 7 
différentes élongases ont été caractérisées (ELOVLl-7). ELOVL6 est exprimée au niveau 
du foie et du TA et catalyse l'élongation du palmitoyl-CoA (CI6:0) et du palmitoléyl­
CoA (C 16: 1 n-7) en Stéaroyl-CoA (C18:0) et vaccénoyl-CoA (C18: 1 n-7) respectivement. 
ELOVL6 pourrait aussi élonguer des AG de 12 ou 14 carbones (Moon, Shah et al. 2001; 
Matsuzaka, Shimano et al. 2002). 
Une fois le palmitoyl-CoA (C16:0) et le Stéaroyl-CoA (C18:0) produits, ces deux 
AG peuvent être ensuite désaturés par SCD en palmitoléyl-CoA (C 16: 1 n-7) et en oléoyl­
6 
CoA (CI8:1 n-9) respectivement (Miyazaki, Bruggink et al. 2006). Lors d'une 
stimulation de la lipogenèse, le processus d'élongation/désaturation est régulé 
parallèlement favorisant la production d'oléoyl-CoA (C18:1 n-9) au niveau du foie et du 
TA. Ceci permet notamment d'éviter la lipotoxicité induite par une trop forte 
accumulation d'AGS intracellulaires (Busch, Gurisik et al. 2005; Wang, Botolin et al. 
2006; Chong, Hodson et al. 2008; Collins, Neville et al. 2010; Turyn, Stojek et al. 2010). 
SCD est l'enzyme Iimitante de la synthèse des AGMI. Ce statut et son étroite régulation 
lui procurent donc un rôle clé au sein du métabolisme (Fig.l.2). 
A partir de ces AG synthétisés de nova, les élongases (ELOVL), la delta-S 
désaturase (FADSS) et la delta-6 désaturase (FADS2), coordonnent la synthèse des AG 
insaturés des familles oméga 7 et 9, dits non essentiels (Guillou, Zadravec et al. 2010). 
À la différence des plantes, les animaux n'expriment pas les enzymes delta-12 
désaturase et delta-1S désaturase permettant la production de nova des AGPI des familles 
oméga 6 et oméga 3. Par conséquent l'acide linoléique (CI8:2 n-6), précurseur de l'acide 
arachidonique (AA; C20:4 n-6), et l'acide linolénique (C18:3 n-3), précurseur des acides 
eicosapentaènoïque (EPA; C20:S n-3) et docosahexaénoïque (DHA; C22:6 n-3), doivent 
être apportés par la diète et sont dits essentiels. Tout comme pour les familles oméga 7 et . 
9, la synthèse des AGPI oméga 6 et oméga 3 est coordonnée par les élongases (ELOVL), 
la delta-5 désaturase (FADSS) et la delta-6 désaturase (FADS2) (Guillou, Zadravec et al. 
2010). 
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Figure 1.2 : Situation de SeD! une enzyme clé du métabolisme des lipides. 
ACAT: Acyl-CoA:Cholesterol Acyltransferase, Ace: Acétyl-CoA Carboxylase, DAG 
Diacylglycérole, DGAT : Diacyglycerol Acyltransferase, EC Ester de Cholestérol, FAS: 
Fatty Acid Synthase, ELOVL6: Fatty acid elongase 6, , GPAT: Acyl-CoA Glycerol-sn­
3Phosphate Acyltransferase, HMG-CoA: 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA , LPA: 
Acide Lysophosphatidique, LPAAT: lysophospholipide acyltransferase, PA: Acide 
Phosphatidique, PAP: PA phosphatase, PL: Phospholipide, SCDl: Stéaroyl-CoA 
Désaturase-l, TG :Triglycérides, VLDL : Very Low Density Lipoprotein. 
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1.2.5 Les différentes Stéaroyl-CoA Désaturases 
1.2.5.1 Les gènes SCD 
La partie codante ainsi que la région promotrice des gènes SCD ont été 
caractédsées dans différentes espèces. Chez la souris, on dénombre quatre isoformes 
différentes (mSCDl, mSCD2, mSCD3, mSCD4) formant un cluster de 200kb au niveau 
du chromosome 19 (Ntambi 1988; Kaestner, Ntambi et al. 1989; Zheng, Prouty et al. 2001; 
Miyazaki, Jacobson et al. 2003). Trois isoformes ont été identifiés chez le rat (rSCDlet 
rSCD2 et rSCD4) et sont localisées sur le chromosome 1 (Mihara 1990; Castro, Wilson et 
al. 2011). Chez l'homme, deux isoformes fonctionnelles ont été caractérisées hSCDI et 
hSCD5. Elles sont localisées sur le chromosome 10 et 4 respectivement (Zhang, Ge et al. 
1999; Wang, Yu et al. 2005). On retrouve les isoformes SCDl et SCD5 aussi chez les 
mammifères tels que le bovin, le porc, le mouton mais aussi chez les oiseaux comme le 
poulet (cSCDl ; cSCD5) (Lefevre, Diot etaI. 1999; Lengi and Cori 2007; Lengi and Corl 
2008). 
Les gènes SCD partagent la même organisation qui consiste en 6 exons et 5 
introns à l'exception du gène hSCD5 qui ne possèdent que 5 exons. Avec leurs quatre 
domaines transmembranaires ainsi que leurs trois domaines conservés en histidine, les 
delta-9-désaturases possèdent de grandes similarités de structures (Fig.l.3). Cependant, 
leurs substrats préférentiels, leur expression et leur régulation diffèrent. Ceci semble les 
associer, du moins chez la souris, à des fonctions physiologiques différentes. 
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Cytoplasme 
Lumière du RE 
Figure 1.3 : SCDl une protéine transmembranaire localisée au niveau du RE. 
SCD 1 est une protéine constituée de quatre domaines transmembranaires (l-4) et localisée 
principalement au niveau du RE. Les séquences surlignées représentent les domaines 
conservés essentiels pour l'activité catalytique des SCD. Ces séquences contiennent des 
résidus HIS servant de ligand à l'atome de Fer formant, une fois la protéine repliée, le site 
catalytique de l'enzyme (Fig.1.1). N et C représentent respectivement les domaines NH2 
et COOH terminaux. (Man, Miyazaki et al. 2006). 
1.2.5.2 Expression et fonctions des isoformes SCD 
L'isoforme SCD1 est similaire de la bactérie jusqu'à l'homme et est impliquée 
dans la maintenance d'une bonne fluidité membranaire (Aguilar and de Mendoza 2006). 
De nombreuses études montrent qu'elle semble jouer un rôle essentiel dans la formation 
de certains cancers (Revue dans (Igal 2010»). Les substrats majoritaires de SCD1 sont le 
palmitoyl-CoA (C16:0) et le stéaroyl-CoA (C18:0). Néanmoins, cette enzyme présente 
une préférence pour la conversion du stéaroyl-CoA en oléoyl-CoA (C 18: 1 n-9) (Miyazaki, 
Bruggink et al. 2006) (Tab.1.1) qui est l'AG majoritairement stocké dans le TA. Bien 
qu'elle soit ubiquitaire, l'expression de SCD1 est très élevée au niveau du foie et du TA. 
De part sa position stratégique au sein de la lipogenèse, elle est une enzyme clé du 
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métabolisme des lipides et présente une régulation complexe. Nous nous attarderons 
plus, dans la suite de cet état des connaissances, sur sa régulation et sa fonction dans le 
syndrome métabolique et l'obésité. 
mSCD2 synthétise préférentiellement le palmitoléyl-CoA (C 16: 1 n-7) et l' oléyl­
CoA (C 18: 1 n-9) avec une plus forte efficacité dans la désaturation du palmitoyl-CoA 
(C16:0) comparé à mSCD1 (Miyazaki, Bruggink et al. 2006). mSCD2 est principalement 
exprimée dans le cerveau mais aussi à un niveau moindre au niveau des reins, de la rate et 
des poumons. Son expression est globa:lement stimulée par un régime riche en sucre. 
mSCD2 est fortement exprimée dans le foie à l'état embryonnaire et chez les jeunes souris 
jusqu'au sevrage (Tab.l.l). Après cette période, son expression diminue au profit de 
l'expression de SCDl. Une étude sur des souris invalidées pour mSCD2 a révélé son 
importance dans la synthèse des AGMI notamment dans le développement précoce du 
foie et de la peau (Miyazaki, Dobrzyn et al. 2005). mSCD2 est aussi indispensable à la 
différenciation adipocytaire chez la souris. Son expression y est stimulée par un régime 
riche en AGS (Christianson, Nicoloro et al. 2008). 
mSCD3 est aussi appelée palmitoyl-CoA delta-9-désaturase en raison de sa 
préférence pour le palmitoyl-CoA (C16:0). Elle est exprimée au niveau de la peau (Zheng, 
Prouty et al. 2001) et présente un niveau d'expression moindre dans les sébocytes matures 
et les glandes exocrines telles que la glande de Harder. Cependant, mSCD 1 semble 
essentielle au développement des sébocytes suivit de l'expression de mSCD3 qui désature 
uniquement les acides gras de taille inférieure à 17 carbones (Miyazaki, Bruggink et al. 
2006) (Tab. 1. 1). Ceci souligne le rôle supposé de mSCD3 dans la synthèse des esters de 
cire, riche en palmitoléyl-CoA (C16:1 n-7), présents dans le sébum. 
mSCD4 est exprimée principalement au niveau cardiaque et son activité est faible 
comparée aux autres isoforrnes. mSCD4 est négativement régulée par la leptine et induite 
par un régime riche en sucre sous le contrôle transcriptionnel du Liver X Receptor (LXR). 
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Son substrat préférentiel reste à être détenniné (Miyazaki, Jacobson et al. 2003; 
Miyazaki, Bruggink et al. 2006) (Tab.l.l). 
SCD5 est exprimée principalement au niveau du cerveau et du pancréas. Son 
substrat préférentiel est le stéaroyl-CoA (Tab.I.I). Considérée auparavant comme 
exclusive à l'homme et aux primates (Wang, Yu et al. 2005), sa présence a aussi été 
signalée chez d'autres mammifères (exceptée la souris) et chez le poulet (Lengi and Corl 
2007; Lengi and Corl200S). 
Isoformes organes substrats préférentiels 
SCOt . Ubiquitaire, palmitoyl-CoA, 
Fortement exprimée au niveau du Foie stéaroyl-CoA 
et du Tissu Adipeux 
SCD2 Cerveau, Reins, Rate, Poumon, palmitoyl-CoA, 
Foie -+(à l'état embryonnaire) stéaroyl-CoA 
'SC03 Peau, Glande de Harder palmitoyl-CoA, 
AG < 17 carbones 
SCD4 Cœur à déterminer 
SC05 Cerveau, Pancréas Stéaroyl-CoA 
Tableau 1.1 : Expression et substrats préférentiels des isoformes de SCD. 
Ce tableau représente les lieux d'expression des différentes isofonnes de SCD. Le substrat 
préférentiel pour chaque isofonne figure en gras. 
1.3 Devenir des acides gras synthétisés de novo 
Les acides gras synthétisés de novo entrent ensuite dans la synthèse des dérivés 
lipidiques tels que les TG, les PL ou les EC. 
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1.3.1 Synthèse des TG, des PL et des EC 
La synthèse des TG nécessite des acyl-CoA et du glycérol-3-phosphate (G3P). Les 
acyl-CoA proviennent de la lipogenèse et le G3P provient de la glycolyse ou de la 
glycéronéogenèse. La première étape de la synthèse des TG implique l'estérification des 
acyl-CoA avec le G3P. Cette réaction implique les enzymes de la famille des Acyl-CoA : 
glycerol-sn-3-phosphate acyltransferase (GPAT) pour produire de ·l'acide 
lysophosphatidique (LPA). Quatre isoformes de GAPT ont été identifiées. GPATl et 2 
sont localisées au niveau de la membrane externe de la mitochondrie tandis que GPAT3 et 
4 sont localisées au niveau du RE (Lewin, Schwerbrock et al. 2004; Gimeno and Cao 
2008). 
Le LPA est estérifié à nouveau par les lysophospholipids acyltransferase (LPAAT) 
(ou AGPAT) formant ainsi de l'acide phosphatidique (PA). Sur les 11 isoformes 
caractérisées d'AGPAT, (Agarwal and Garg 2010), AGPAT2 possède la plus forte 
activité et un rôle essentiel au niveau du foie et du TA (Agarwal, Arioglu et al. 2002; 
Cortes, Curtis et al. 2009; Shindou, Hishikawa et al. 2009). Son substrat préférentiel est le 
principal produit de SCDl : l'acide oléique (CI8:1 n-9) (Hollenback, Bonham et al. 2006). 
Le PA est ensuite déphosphorylé par la PA phosphatase-1 (PAP-1 ou LIPINl) 
formant ainsi du diacylglycérol (DAG). Sur les trois isoformes de la famille des lipines 
(LIPINI-3), LIPIN1 est la plus étudiée. Son niveau d'expression affecte la masse du TA 
et est corrélé avec la sensitivité à l'insuline chez la souris comme chez l'homme (Reue 
and Zhang 2008; Carman and Han 2009).. 
Le DAG est à la fois un précurseur de la synthèse des PL et des TG. Il peut être 
converti en phosphatidylcholine qui est essentiel à la fonnation des VLDL (Vance 2008). 
Il peut aussi être converti en phosphatidyléthanolamine ou estérifié à nouveau par les 
diacyglycerol acyltransferases (DOAT) pour produire les TG. À ce jour, deux isofonnes 
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DGAT1-2 ont été caractérisées. Elles sont exprimées notamment au niveau du foie et 
du TA et sont localisées au niveau du RE. DGAT2 semble posséder une plus grande 
activité et sa contribution à la synthèse des TG est plus importante comparée à DGATI. 
De plus, l'absence de DGAT2 in vivo ne peut être compensé par la présence de DGATl 
(Cases, Stone et al. 2001; Coleman and Lee 2004; Stone, Myers et al. 2004) 
Les EC, pour leur part, sont synthétisés grâce à l'action de l'Acyl-CoA:cholesterol 
acyltransferase (ACATl-2) (Fig. 1.2). Les deux isofonnes sont localisées au ni veau du RE. 
Elles sont toutes deux exprimées dans de nombreux tissus y compris le foie. ACATl 
semble être exprimée de façon constitutive, tandis que l'expression de ACAT2 est plus 
hétérogène (Chang, Li et al. 2009). 
1.3.2 Formation des gouttelettes lipidiques (GL) et des VLDL 
En raison de leur nature anhydre, dès leur synthèse aux niveaux du RE, les TG 
sont rapidement stockés dans le cytosol sous fonne de GL au niveau hépatique et 
adipocytaire. Les GL sont composées d'une couche de PL, à l'intérieur de laquelle on 
retrouve des TG et des Ee. La structure des GL est maintenue par association avec des 
protéines appelées PERIL/PIN (PLIN). On en distingue cinq fonnes PLINI à PLINS 
anciennement nommée Perilipin, ADRP, TIP47, S3-12 et PATl respectivement 
(Brasaemle 2007;'Kimmel, Brasaemle et al. 2010). 
Les GL sont assemblées au nIveau du RE et, au nIveau adipocytaire, leur 
fonnation nécessite l'activité de DGATI et DGAT2 (Harris, Baas et al. 2011). Le 
mécanisme de fonnation et de croissance des GL suscite la controverse et reste 
précisément à détenniner. Elles sont supposées naitre au niveau du RE. Ensuite, elles 
powTaient croître par fusion (en impliquant les protéines SNARES) ou par échange de TG 
synthétisés de novo entre la GL et le RE ou la membrane associée à la mitochondrie 
(Bostrom, Andersson et al. 2007; Cheng, Fujita et al. 2009; Suzuki, Shinohara et al. 20 Il) 
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(Fig. 1A). Notons aussi que le(s) mécanisme(s) de croissance sembleraient différents 
dépendamment du type cellulaire. En effet, dans les adipocytes matures les cavéoles 
pourraient aussi contribuer à la synthèse des TG et par conséquent d'autres mécanismes 
de formation et de croissance des GL pourraient avoir lieu (Ost, Ortegren et al. 2005). 
Au niveau hépatique et intestinal les mécanismes impliqués dans la formation des 
CM et des VLDL sont similaires. En effet, le processus d'assemblage dépend de la 
disponibilité en ApoB, en TG et de l'activité de la microsomal transfer protein (MTP). 
L'ApoB est principalement exprimée au niveau du foie et de l'intestin. Au niveau de 
l'intestin la protéine apobec-l (ApoB editing complex-l) en substituant une cytosine par 
une uridine permet l'introduction d'un codon STOP prématuré dans l'ARNm de l'ApoB 
(Anant and Davidson 2001). Ceci permet la traduction d'une ApoB48 qui représente 48% 
de la taille de l'ApoB 100 exprimée au niveau du foie. 
Au niveau hépatique, l'ApoB 100, comme toute protéine sécrétée, est traduite à la 
surface du RE et est conjointement transloquée dans la lumière du RE. Le chargement en 
lipides de l'ApoB s'effectue par la chaperonne MTP, ce qui, par la même occasion, 
facilite sa translocation (Pan, Liang et al. 2000; Hussain, Shi et al. 2003). Ceci permet la 
formation de pré-VLDL. 
Un défaut d'activité de MTP, une faible synthèse ou une faible disponibilité 
lipidique entraine un défaut d'assemblage de l'ApoB. Dans ce cas l'ApoB est dirigée vers 
la voie de l'ER-associated degradation (ERAD) via notamment l'aide de chaperonnes tel 
que Bip (Qiu, Kohen-Avramoglu et al. 2005). Par la suite l'ApoB est ubiquitinée et 
devient la cible d'une machinerie complexe appelée le protéasome qui la dégrade 
(Nakatsukasa, Huyer et al. 2008). 
Les pré-VLDL sont ensuite chargés en TG pour former des VLDL2. Ces VLDL2 
sont ensuite exportés au niveau du Golgi où ils peuvent être chargés avec une masse 
1S 
supplémentaire de TG provenant des GL. Ils fonnent ainsi les VLDU (Olofsson, 
Bostrom et al. 2009) (Fig. 1A). Ces VLDLs sont sécrétés dans la circulation (Fig.1.4) 
pennettant de fournir des AG aux organes périphériques mais aussi d'échanger 
activement des PL, TG et CE avec les HDL, qui, pour leur part, sont impliqués 
principalement dans le transport inverse du cholestérol (Fig.l.S) (Rothblat and Phillips 
2010). Ceci a pour effet notamment la diminution en taille des VLDL et résulte en la 
fonnation de LDL. Les LDL sont ensuite capturés par le foie à l'aide du récepteur aux 
LDL, le LDLr (Fig.1.S). 
Le TA est l'organe de stockage énergétique le plus grand de l'organisme. Il 
synthétise et dégrade constamment des TG qui composent 99% des lipides de ce tissu. Les 
AG sont stockés au niveau du TA pendant les périodes post-prandiales grâce à l'action de 
LPL. Ils proviennent des TG de la diète (CM), de la LDN hépatique (VLDL) et de la 
lipogenèse in situ. Ces AG peuvent ensuite être redistribués dans la circulation grâce à la 
lipolyse des TG fournissant ainsi du glycéro1 et des AG libres (AGL). Le glycéro1 pourra 
être utilisé par les tissus pour la synthèse de nouvelles molécules de glucose. Les AGL 
non estérifiés (AGNE) sont exportés dans la circulation où ils sont complexés à 
l'albumine. Ils sont principalement utilisés par les muscles où ils seront oxydés et par le 
foie où ils pourront soit être' oxydés, soit être utilisés pour la synthèse de nouveaux TG et 
subséquemment la fonnation de nouveaux VLDLs (Fig.1.S). 
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Figure 1.4 : Assemblage des VLDL. 
L'ApoB 100 est traduite et lipidée au niveau du RE par la microsomal transfer protein 
(MTP) pour former un pré-VLDL (1). Si l'ApoB n'est pas lipidée, celle-ci est dégradée 
par le protéasome (2). Les pré-VLDL sont lipidés pour former un petit assemblage de TG 
(VLDL2) (3). Les VLDL2 accèdent à l'appareil de Golgi (4) où ils peuvent être sécrétés 
sous cette forme (5) ou convertis sous une forme plus large par l'ajout de TG 
supplémentaires pour former les VLDU (6). Les gouttelettes lipidiques (GL) 
cytosoliques constitueraient la source d'approvisionnement en TG de l'ApoB pour former 
les VLDU (7). Les VLDU sont ensuite sécrétés dans la circulation. 
Les structures grises représentent les ribosomes liés par les translocons (carrés noires) au 
RE. GLL : GL luminale. Adaptée de (Olofsson, Bostrom et al. 2009) 
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Figure 1.5 : Résumé des principales voies du métabolisme des lipoprotéines. 
Le foie constitue le carrefour entre la voie exogène et endogène. La voie endogène débute 
avec la fonnation des chylomicrons (CM) au niveau de l'intestin qui sont convertis 
en résidus de CM (CM remnants : CMR). Le foie produit et exporte les Very Low Density 
Lipoproteins (VLDL). Les VLDL redistribuent les AG au niveau des tissus périphériques 
résultant en la fonnation de LDL. Ces AG sont distribués notamment grâce à l'action de 
la Lipoprotein Lipase (LPL). Les LDL sont recyclés au niveau du foie grâce au récepteur 
au LDL (LDLr). Les VLDL et CM échangent des lipides avec les High Density 
Lipoproteins (HDL) impliquées dans le transport inverse du cholestérol. En période post­
prandiale, les AG du TA peuvent être distribués dans la circulation grâce à la lipolyse des 
triglycérides (TG) fournissant ainsi des AG libres (AGL). 
CETP : Cholesteryl Ester Transfer Protein. EC : ester de cholestérol, LCAT : Lecithin 
Cholesterol Acyltransferase, LRP : LDLr Related Protein. SRB1 : scavenger receptor B1. 
Adaptée de (Blasiole, Davis et al. 2007; Kwan, Kronenberg et al. 2007). 
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1.4 Stéaroyl-CoA Désaturase 1 : SCD1 
1.4.1 Régulation transcriptionnelle 
L'expression de SCD1 est contrôlée principalement au niveau transcriptionnel par 
de nombreux facteurs développementaux, alimentaires, hormonaux et environnementaux. 
Un régime alimentaire riche en monosaccharides (glucose, fructose), le cholestérol, les 
AGS, l'insuline, les facteurs de croissance, les faibles températures, de même que les 
drogues comme les agonistes des LXR induisent l'expression de SCD1. À l'inverse les 
AGPI, l'AMPc, les hormones thyroïdiennes et la leptine inhibent son expression. Les 
acides gras sulfurés sont quant à eux des inhibiteurs à la fois transcriptionnels et post­
transcriptione1s .inhibant l'activité enzymatique (Ntambi, Miyazaki et al. 2004). Une 
description détaillée des facteurs hormonaux et nutritionnels régulant la transcription de 
SCD1 se situe à l'annexe 1 de ce manuscrit (Tabx.A.1.1 & A.1.2) (Mauvoisin and 
Mounier 2011). 
1.4.2 Le promoteur de SCD1 
La région promotrice du gène de SCD 1 a été caractérisée chez de nombreuses 
espèces incluant la.souris (Tabor, Kim et al. 1999) et l'homme (Zhang, Ge et al. 2001). 
L'analyse du promoteur SCD1 révèle une forte homologie entre l'humain et la souris 
surtout au niveau de la partie proximale du promoteur. Ceci suggère un' mode de 
fonctionnement similaire entre les espèces (Fig.1.6). Les facteurs de transcription CIEBPa 
et NF-1 ont été montrés nécessaires à la transcription du gène murin (Ntambi 1999). Cette 
partie du promoteur contient aussi un site SRE (SREBP Responsive Element) juxtaposé à 
un site de fixation pour NF-Y. Ces sites sont primordiaux à l'expression du gène humain 
(Zhang, Ge et al. 2001) et sont inclus dans l'élément de réponse au AGPI (PUFA-RE) 
(Waters, Miller et al. 1997). On y trouve aussi des sites consensus pour la fixation de Sp 1 
et d' AP-1. Ces deux facteurs de transcription ubiquitaires sont connus pour être impliqués 
dans la transcription de différents gènes en réponse à des facteurs nutritionnels (Daniel 
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and Kim 1996) et honnonaux tel que l'insuline et la leptine (Samson and Wong 2002; 
Lin, Saxena et al. 2006; Cao, Mak et al. 2007; Yang, Lim et al. 2009). Le rôle de ces deux 
honnones sera plus particulièrement développé dans la prochaine partie. 
Dans notre étude, pour examiner les mécanismes d'action de l'insuline et de la 
leptine sur l'expression de SCD1 au niveau hépatique, nous avons cloné le promoteur 
humain et le promoteur aviaire. Dans les cellules hépatiques isolées soit d'embryons de 
poulets (CEH), soit d'hépatocarcinomes humains (HepG2), plusieurs travaux démontrent 
que la signalisation dans ces 2 types cellulaires est similaire et cela en réponse à l'insuline 
et à la leptine (Lamosova and Zeman 2001; Dupont, Tesseraud et al. 2009). L'analyse des 
400 premières paires de bases du promoteur aviaire (Fig.1.7) révèle la conservation des 
sites juxtaposés SRE, NF-Y, d'un deuxième site NF-Yen 3' et supposémentde l'élément 
de réponse au AGPI déjà identifié chez l'humain (Lefevre, Tripon et al. 2001). Cette 
analyse révèle aussi une structure similaire au promoteur humain avec une même 
répartition des sites de fixation pour AP-1 et SpI (Figs.1.6, 1.7 & 3.9). La présence des 
sites SRE et USF juxtaposés, localisés dans la partie proximale mais aussi dans la partie 
distale (région -1610; -1975), suggère deux autres éléments de réponse importants dans la 
régulation du promoteur aviaire (Latasa, Griffin et al. 2003). Cette organisation similaire 
entre les espèces suggère fortement un mode de régulation commun entre le promoteur 
SCD1 aviaire et humain. 
PUFA·RE 
Figure t.6 : Schéma des 400 premières paires de bases du promoteur SeDt. 
Ce diagramme représente les principaux éléments de réponses retrouvés sur les 
promoteurs mammifères. SRE: Sterol Regulatory Element, NF-IN: Nuclear factor 1/Y, 
AP-l: Activator Protein-l ; CIEBPa : CCAAT Enhancer Binding Protein alpha; Pol II: 
RNA polymerase 11; (modifiée de (Mauvoisin and Mounier 2011)) 
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Figure 1.7 Séquence du promoteur SeD! aviaire. 
Les parties soulignées indiquent les sites putatifs de fixation des facteurs de transcription. 
La flèche positionnée à l'horizontale indique le site d'initiation de la transcription SRE: 
Sterol Regulatory Element, NF-Y: Nuclear factor Y, AP-l: Activator Protein-I ; SpI 
Stimulating Protein-l. USF Upstream Stimulating Factor. 
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1.4.3 La régulation post transcriptionnelle 
A la différence de la souris et du rat, chez l'homme, comme chez le poulet, il 
existe un seul gène SCD 1. Le gène humain est situé sur le chromosome 10 (Zhang, Ge et 
al. 1999). Le deuxième locus au niveau du chromosome 17 s'est révélé être un 
pseudogène (Zhang, Ge et al. 1999). La transcription du gène humain SCD 1 génère deux 
transcrits différents de 3.9 et 5.2 kb par utilisation alternative de deux signaux différents 
de polyadénylation (Zhang, Ge et al. 1999). Les régions 3' non traduites (3 'UTR) de ces 
deux transcrits contiennent respectivement une et deux séquences ARE (A U-rich elements) 
de classe 1 (AUUUA). La région 3' UTR du gène SCDl aviaire contient une seule 
séquence AUUUA (Fig. 1.8). Ces signaux sont aussi observés chez d'autres mammifères 
et chez la levure (Ntambi 1988; Mihara 1990; Gonzalez and Martin 1996; Zhang, Ge et al. 
1999). Ils sont connus pour permettre l'attachement des ARE-BP (ARE-Binding Protein). 
Ces protéines, (tel que AUF 1 et HuR) conduisant à la stabilisation ou la déstabilisation du 
messager dépendamment du gène impliqué, du type cellulaire ou encore de leur 
proportion relative (pour revue voir (Barreau, Paillard et al. 2005)). 
À ce jour, aucune interaction entre les ARE-BP et l'ARNm de SCDl n'a été mise 
en évidence. Cependant, les AGPI n-6 (AA) et n-3 (EPA) ont été montrés comme 
directement diminuer la stabilité de l' ARNm de SCD 1 dans des cellules adipocytaires 
matures (Sessler, Kaur et al. 1996). L'effet des AGPI pourrait être médié via certains 
miRNA notamment miRLet-7d. En effet, le niveau d'expression de ce miRNA est 
augmenté en réponse au AGPI n-3 (Davidson, Wang et al. 2009) et l'analyse des sites 
potentiels de fixation pour les miRNA sur la séquence 3'UTR de l'ARNm de hSCDl 
révèle la présence de nombreux sites potentiels, dont un site pour le miRLet-7d (position 
3447) (Fig. 1.9). 
SCDl est aussi régulée via une dégradation protéique rapide (Heinemann and 
Ozols 1998; Heinemann, Mziaut et al. 2003; Kato, Sakaki et al. 2006). Ce taux de 
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dégradation est influencé par l'acide palmitique et palmitoléique qui respectivement 
favorise ou diminue la dégradation de la protéine (Cao, Gerhold et al. 2008). 
En conclusion, SCDl est étroitement régulée par des facteurs nutritionnels et 
honnonaux principalement au niveau transcriptionnel. La génération de différents 
transcrits dont la stabilité pourrait varier ainsi que la dégradation protéique rapide 
pennettrait une adaptation plus rapide de la cellule en réponse à une demande 
physiologique variée. 
1 tcctcttcct cagcatcctt cctcccgccc accggtccgt cccacctccc cttctgggca 
61 cgccgagagc caagcccccg ctgctactc~..fss~s.~ccg c_as~~ClC;ccc acgcatctcg
 
121 cagcgggcag ggggtcacag ggaggccggg gtgccgagag cccggccccg ctt.a.:.:~acc
 
181 tccgcacccg cctccccagJ cgcacaactc gcccggcgag gggccgacag cagtcagagt
 
241 cccgcagcag cagccgccgc cgccgccgcc accaccaccg gggacatccg cgcaccgccg
 
301 ccgagggaca gggacacggt agccacATGC CTGCGCACTT GCTACAGGAG GAGGAGTTCT
 
361 CCTCCGCTTC CAGCACCACC ACTGTCACCT CACGGGTGAC CAAGAATGGG AATGCCATCA
 
421 TGGAGAAGGA CTTACTCAAT CATGACGACG TGGCAGCAGA ACGAGGCATG GTAGATGATC
 
481 TCTTTGATGA AACCTACCGT GAGAAGGAAG GCCCCAAGCC CCCTCTGCGA TACGTCTGGA
 
541 GGAATATCAT CCTCATGAGC CTGCTGCATC TAGGGGCCAT TATTGGGCTG ACGCTGATCC
 
601 CTTCTGCAAA GATCCAGACC TTGGCATGGG CCATTCTGTG CTTCGTGTTG AGTGCTCTGG
 
661 GGATAACAGC TGGATCTCAC CGCCTCTGGA GCCATCGATC CTACAAAGCT ACACTGCCCC
 
721 TGCGGATCTT CTTGACTATT GCAAACTCCA TGGCCTTCCA GAATGACATC TATGAGTGGG
 
781 CCCGGGACCA CCGTGTCCAC CACAAGTTCT CCGAGACGGA TGCAGACCCT CACAATGCTA
 
841 TGCGGGGCTT CTTCTTCTCC CACATTGGCT GGCTGCTGGT ACGCAAACAC CCAGATGTCA
 
901 TAGAGAAGGG CCAGAAGCTG GACCTGAGTG ATTTAAAGGC TGACAAAGTG GTGATGTTCC
 
961 AGCGGAGATA CTACAAGCCC TCAGTGGTGT TGCTGTGCTT CACGCTGCCC ACTCTAGTGC
 
1021 CCTGGTACTT CTGGGATGAA TCCATCATCA TCAGCTTCTT CATTCCAGCC ATCCTGCGCT 
1081 ACACCTTAGG GCTCAATGCC ACCTGGCTAG TGAACAGCGC TGCTCACATG TTTGGCAATC 
1141 GGCCGTATGA TCAGAACATC AACCCACGGG AGAACCCACT GGTCAGCGTG GGAGCCCTAG 
1201 GAGAAGGTTT CCACAACTAC CACCATACAT TCCCCTACGA CTACTCCACC AGTGAGTTTG 
1261 GCTGGCGCTT CAATTTAACC ACAGCCTTCA TCGACCTCAT GTGCCTCCTG GGGCTGGCCA 
1321 GCGATCGCAA GAAGGTCTCC AAGGAGGTCA TCTTGGCCCG GAAAATGCGG ACTGGAGATG 
1381 GGAGTCACAA GAGCGGCTGA gttcctactc cccgtcacac acacatccac acctctcctt 
1441 cctccttttt ctccctttct ccttccctga ctcctccgaa cacgctggac aaaggtttaa 
1501 tgttctgttt actaactact gaataatgct acca1Ettai ttacgataat ggtaatgagt 
1561 tttaaccttc tcccatggtg tattttacgt gatg ttt agacctggag ctctgccttt 
1621 gtaacaccag gccacccctt tee ccc 
Figure 1.8 : Analyse de l'ADNe du gène eSCD1. 
La partie traduite du gène correspond à la séquence en majuscule. Les 6 exons sont 
alternativement colorés en noir et bleu. Le site d'initiation de la transcription est sunnonté 
par une flèche. Le codon d'initiation de la traduction est souligné. La séquence en 3'non 
traduite révèle la présence d'un motif ATTTA (AUUUA) de déstabilisation de l'ARN 
(encadré). Les éléments soulignés en pointillés sont dans l'ordre les éléments de réponse à 
SpI et AP-l identifiés par Mauvoisin et collaborateurs 2010 et la TATA-box. Analyse 
réalisée avec Genomatix software suite v2.1 à partir de la séquence NC 006093 du 
génome du poulet. 
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Figure 1.9 : Analyse des sites potentiels de fixation de miRNA sur l'ADNe du gène 
humain hSCD1. 
Analyse de la séquence 3'UTR de l'ARNm du gène hSCDl (NM_OOS063) pour des sites 
potentiels de fixation de miRNA. Analyse réalisée sur le site http://www.microma.org~ 
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1.5 Rôle de l'insuline sur le métabolisme 
L'insuline est sécrétée par les cellules ~ du pancréas. Elle constitue l'hormone 
majeure au niveau anabolique. L'effet global de l'insuline au niveau de l'organisme est 
l'augmentation de la captation des sucres, du stockage des AG et le blocage de leur 
mobilisation et de leur oxydation. Son action est essentielle pour la croissance, le 
développement, l'homéostasie du glucose et la synthèse protéique. Elle joue aussi un rôle 
essentiel dans la fonction des cellules ~ pancréatiques et bien entendu, dans la régulation 
du métabolisme lipidique. 
1.5.1 Rôle de l'insuline dans le métabolisme du Glucose 
La glycogenèse permet la conversion du glucose en glycogène via l'action de la 
Glycogène Synthase (GS) et la néoglucogenèse permet la synthèse de glucose à partir de 
précurseurs non glucidiques qui sont les acides aminés glucoformateurs. Les précurseurs 
de la néoglucogenèse sont transformés en oxaloacétate puis en phosphénolpyruvate par la 
Phospho Eno! Carboxykinase (PEPCK) qui constitue l'enzyme limitante de cette voie. Au 
niveau du foie, en réponse à une élévation du taux de glucose sanguin, l'insuline active la 
glycogenèse et inhibe la néoglucogenèse diminuant ainsi la quantité circulante de glucose 
et augmentant son stockage (Nordlie, Foster et al. 1999; Mounier and Posner 2006). 
Ceci se fait, en autre, par un effet de l'insuline sur la GS et sur PEPCK. En 
condition normale, la GS est inhibée par GSK3 (G!ycogen Synthase Kinase 3). Sous 
l'effet de l'insuline, la phosphorylation de GSK3 par Akt (PKB) inhibe son action ce qui 
au final stimule la GS. L'expression de PEPCK est en partie sous le contrôle positif du 
facteur de transcription FOXOI. FOXOI est lui aussi phosphorylé par Akt sous l'effet de 
l'insuline. La phosphorylation de FOXO 1 provoque son exclusion nucléaire et induit sa 
dégradation conduisant à l'inhibition de la transcription de PEPCK (Mounier and Posner 
2006). 
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1.5.2 Régulation du métabolisme lipidique par l'insuline 
Une première enzyme importante dans la régulation de la lipogenèse par l'insuline 
est l' Acc. Lorsque le niveau énergétique cellulaire est bas (ratio AMPIATP élevé), 
l'AMPK est activée. Elle phosphoryle et ainsi, inhibe l'activité d'Acc (cf paragraphe 
1.2.3). En période post prandiale, l'insuline via la phosphoinositide (PI) 3-kinase (PI3K), 
dont nous parlerons ensuite, semblerait contrecarrer l'effet de l'AMPK sur Acc et ainsi, 
stimule son activité (Heesom, Moule et al. 1998). L'expression d'Acc1 etd'Acc2 est sous 
le contrôle de trois et deux promoteurs respectivement. L'insuline stimule aussi la 
transcription d' Acc1-2 principalement via l'activation du facteur de transcription SREBP­
1c (Zhang, Yin et al. 2003; Zhao, Iwasaki et al. 2010). 
Le gène de la FAS est lui aussi régulé .au niveau transcriptionnel par l'insuline 
principalement en réponse à l'activation de SREBP-1c (Shimomura, Shimano e't al. 1998; 
Foretz, Pacot et al. 1999). 
Les SREBPs sont des facteurs de transcription de la famille des basic helix loop 
leucine zipper. Trois isoformes SREBP-la, SREBP-lc issues de l'épissage alternatif du 
même gène et SREBP-2, issue de l'expression d'un deuxième gène indépendant, sont 
synthétisées sous la forme de précurseurs (pSREBP) et retenues dans le RE par la 
chaperonne SREBP Cleavage Activating Protein (SCAP). Le complexe SCAP-SREBP est 
lui-même retenu par la chaperonne Insig. (Insulin Induced Gene). 
Insig présente trois isoformes, Insig 1, Insig 2a et 2b. Les transcrits Insig 2a, forme 
principale au niveau hépatique, et Insig 2b, ubiquitaire, sont issues de l'épissage alternatif 
du même gène et code pour la même protéine (Yabe, Komuro et al. 2003), 
En réponse à divers stimuli, le complexe SCAP-SREBP n'est plus retenu au 
niveau du RE par Insig et est guidé par SCAP au niveau du Golgi. C'est à ce niveau que 
les SREBPs sont clivées en leur forme nucléaire fonctionnelle (nSREBP) par deux 
protéases SIP et S2P. Après dimérisation, la forme nucléaire de SREBP est exportée au 
noyau via l' importine-~ (Eberle, Hegarty et al. 2004) (Fig.l.l 0). 
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Figure 1.10 : Activation des précurseurs pSREBPs inactifs en nSREBPs. 
La maturation protéolytique en deux étapes du précurseur (pSREBP), induite en cas de 
carence en stérols (SREBP-la et 2) ou par l'insuline (SREBP-lc), conduit à la 
relocalisation du fragment N-terminal (nSREBP) dans le noyau. nSREBP constitue le 
facteur de transcription à proprement dit. Les acteurs de cette activation sont SCAP 
(SREBP « Cleavage Activating Protein »), Insig ((( Insulin Induced Gene»), SI P (( Site 1 
Protease ») et S2P (( Site 2 Protease »). 
Lorsque le niveau de stérols intracellulaires diminue, un changement de conformation 
affecte SCAP qui n~est plus retenue par Insig. Le complexe SCAP/SREBP migre jusqu'à 
l'appareil de Golgi. Ensuite, se dérouie le clivage protéolytique impliquant deux protéases: 
SIP clive pSREBP au niveau de sa boucle hydrophile projetant dans le lumen. Puis S2P 
coupe la partie N-terminale de SREBP au niveau d'un site contenu dans la membrane. 
La forme active nSREBP, une fois dans le cytoplasme, entrera dans le noyau pour y 
activer ses gènes cibles. Adapté de (Eberle, Hegarty et al. 2004). 
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Contrairement aux isoformes SREBP-1 a et 2 dont le clivage est stimulé lors 
d'une diminution du niveau de stérol intracellulaire (Fig. 1.1 0), seul l'expression et le 
clivage de SREBP-1c sont fortement augmentés lors d'un régime riche en sucres sous 
l'effet de l'insuline via l'activation de la voie PI3K (Ferre and Foufelle 2007). Au niveau 
hépatique, à l'inverse d'Insig1, le niveau d'expression d'lnsig2a est insensible au niveau 
de stérol tandis qu'il est diminué sous l'effet de l'insuline. Ceci permet l'activation de 
SREBP-l c indépendamment des autres isoformes lorsque le niveau de stérol est é)evé 
(Yabe, Komuro et al. 2003). 
SREBP-1 c représente la forme principalement exprimée au niveau du foie et du 
TA (Foufelle, Hegarty et al. 2005). Elle constitue un facteur de transcription essentiel à 
l'expression des gènes du métabolisme lipidique à la fois au niveau adipocytaire et 
hépatique que ce soit chez les oiseaux ou les mammifères (Gondret, Ferre et al. 2001). 
Notons que le glucose au niveau hépatique est aussi capable de stimuler la 
lipogenèse, notamment l'expression de l'Ace, de la FAS et de SCD 1 via les facteurs de 
transcriptions ChREBP (Carbohydrate Response Element Binding Protein) (Denechaud, 
Bossard et al. 2008; Poupeau and Postic 2011). À ce jour, aucun élément de réponse au 
ChREBP n'a été identifié sur le promoteur du gène SCDl. Le glucose, à forte 
concentration, peut aussi stimuler l'expression des gènes lipidiques notamment FAS et 
SCD 1 par l'intermédiaire de LXR-Ct (Mitra, Mak et al. 2007). 
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1.6 Signalisation induite par l'insuline et son rôle au niveau hépatique 
1.6.1 Le récepteur à l'insuline 
L'insuline induit un signal intracellulaire par fixation sur son récepteur (IR). L'IR 
appartient à la famille des récepteurs aux facteurs de croissance possédant une activité 
tyrosine kinase dans leur domaine intracellulaire. Il existe deux isoformes du récepteur à 
l'insuline: IR-A et IR-B. Les récepteurs à l'IGF appartiennent aussi à la même famille. 
IR-B est principalement exprimé au niveau hépatique. Celui-ci présente une forte affinité 
pour l'insuline et transmet le plus efficacement le signal insulinique (Benecke, Flier et al. 
1992; Savkur, Philips et al. 2001). 
Le IR est formé de deux monomères. Chaque monomère est composé d'une sous­
unité a extracellulaire de 135 kDa et d'une sous-unité ~ transmembranaire de 95 kDa. Ces 
deux sous-unités sont reliées entre elles via un pont disulfure intrinsèque. Les deux 
monomères dimérisent via un pont disulfure extrinsèque formant le récepteur fonctionnel. 
Bien que chaque sous-unité a présente un domaine de liaison complet pour l'insuline, une 
seule molécule d'insuline est requise à l'activation du récepteur. La fixation de l'insuline 
provoque un changement de confonnation du récepteur notamment le rapprochement des 
sous unités ~ ce qui pennet l'activité tyrosine kinase intrinsèque du récepteur. 
L'autophosphorylation se produit initialement sur les résidus Tyr 1170, 1174 et 1175 pour 
IR-B (équivalent de Tyr 1158 1162 et 1163 sur IR-A) au niveau de la boucle d'activation 
du domaine catalytique. Ceci permet l'accès à l'ATP au site catalytique. Le domaine 
catalytique pennet ensuite la phosphorylation du motif tyrosine 972 pour IR-B (équivalent 
de Tyr 960 pour IR-A) à proximité de la membrane plasmique. Ce motif forme un 
domaine de recrutement de protéines adaptatrices tels que les IRS et les protéines Shc 
(Dickens and Tavare 1992; Hubbard, Wei et al. 1994; Gustafson, He et al. 1995; Wei, 
Hubbard et al. 1995; Hubbard 1997) (Fig.1.11). 
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Figure 1.11 : Structure du récepteur à l'insuline. 
Le récepteur à l'insuline est composé de deux monomères reliés par un pont disulfure 
extrinsèque. Chaque monomère est composé d'une sous-unité a et d'une sous-unité ~ 
catalytique, reliées entre elles via un pont disulfure intrinsèque. La fixation de l'insuline 
provoque un changement de conformation du récepteur, activant son activité tyrosine 
kinase intrinsèque qui conduit à la formation de domaines de recrutement pour des 
protéines adaptatrices. PY : phospho tyrosine. 
1.6.2 Activation des voies de signalisation en aval du récepteur 
La transmission du signal à partir du IR met en jeu des modules protéiques de 
reconnaissance (sites PTB pour Phosphotyrosine Binding Sites) que l'on retrouve sur 
différents substrats du récepteur. Ces PTB permettent aux protéines substrats tel que les 
IRS et Shc de se positionner à proximité du récepteur activé. 
1.6.2.1 Les Insulin Receptor Substrate (IRS) : Isoformes et structures 
Les IRS jouent un rôle central dans la transduction du signal de l'insuline. Ces 
protéines sont présentes sous quatre isoformes différentes (IRS 1-4). Nous parlerons ici 
des isoformes IRS1 et 2. En effet, IRS3 n'est pas fonctionnel chez l'homme et non 
essentiel à l'homéostasie du glucose chez la souris (Liu, Wang et al. 1999). IRS4 n'est 
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exprimée qu'au niveau du cerveau et du thymus. Néanmoins, les souris invalidées pour 
IRS4 présentent un défaut de l'homéostasie du glucose et un retard de croissance (Fantin, 
Wang et al. 2000). 
IRS 1 et IRS2 sont très exprimées dans le muscle et le foie. La structure des IRS 
révèle trois parties, le domaine PH (pleckstrin homology) qui permet la localisation 
membranaire des protéines IRS et le domaine PTB qui permet la localisation de la 
protéine à la proximité de l'IR. Notons que IRS2 possède un domaine supplémentaire 
permettant aussi la liaison au nivea1J de la boucle régulatrice du IR indépendamment du 
motif Tyr 960 de l'IR-A (Tyr 972 IR-B) (Sawka-Verhelle, Tartare-Deckert et al. 1996). 
Cette différence pourrait être reliée avec la di fférence de cinétique d'activation des IRS. 
En effet, l'activation d'IRSI par l'insuline est plus soutenue que celle d'IRS2 qui est plus 
transitoire. La partie C-terminale des IRS présente de nombreux sites de phosphorylation 
en ,grande partie similaires sur les deux isoforrnes. Les souris invalidées pour IRS1 et/ou 
IRS2, et cela spécifiquement au niveau musculaire et hépatique, révèlent un rôle 
important d'IRS 1 au niveau musculaire et d'IRS2 au niveau du foie (Kido, Burks et al. 
2000; Previs, Withers et al. 2000). Cependant, il apparaît que IRSI et IRS2 semblent avoir 
des rôles complémentaires (ou redondant) au niveau du foie. En effet, chez la souris 
l'inhibition de l'expression de IRSI par ARN interférence provoque une augmentation de 
la néoglucogenèse soulignée par une augmentation de l'expression de PEPCK. De son 
coté, l'inhibition d'IRS2 dérégule l'expression de SREBP-lc et de la FAS. Ainsi, le rôle 
d'IRS 1 serait étroitement lié au métabolisme du glucose tandis que celui d'IRS2 serait 
associé au métabolisme des lipides au niveau hépatique (Taniguchi, Ueki et al. 2005). 
1.6.2.2 Phosphorylation des résidus tyrosines des IRS 
Une fois recrutés au niveau du domaine de recrutement de l'IR, Les IRS sont 
phosphorylés par le domaine catalytique de l'IR au niveau de motifs consensus (YMXM 
ou YXXM). En effet, les IRS possèdent de nombreux résidus tyrosines qui, une fois 
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phosphorylés, pennettent l'activation de voie de signalisation via la liaison de protéines 
possédant des domaines SH2 (Src homology-2 domains). Panni ces protéines, on retrouve 
notamment la sous-unité régulatrice p85 de PI3kinase (PI3K) pennettant l'activation de la 
voie PI3K-Akt. SHIP2 (SR2 domain-containing inositol-5'-phosphatase 2), Shc (Src 
homology and collagen Me) et Grb2 (Growth factor receptor-bound protein-2) sont aussi 
recrutés au niveau des IRS (Fig.1.12). 
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Figure 1.12 : Structure des IRS 
PH : pleckstrin homology domain PTB : Phosphotyrosine Binding. Shc: Src homology 
and collagen like. SHIP2: SR2 domain-containing inositol-5'-phosphatase 2. Grb2: 
Growth factor receptor-bound protein-2. PI3K: Phosphoinositide-3-kinase. Adaptée de 
(Thirone, Huang et al. 2006). 
1.6.2.3 Les protéines Shc 
Les protéines Shc possèdent un domaine SH2 et un domaine PTB. Le domaine 
PTB pennet la liaison au récepteur à l'insuline et cela au même niveau que les IRS. Ce 
domaine PTB recrute aussi Grb2 pennettant subséquemment l'activation de la voie des 
MAPK ERKl/2 et cela indépendamment des IRS (Fig.1.16). Cependant le récepteur à 
l'insuline n'active pas Shc aussi efficacement que les IRS (Wolf, Trub et al. 1995). 
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1.6.3 Les voies de signalisation en aval des IRS 
1.6.3.1 Phosphoinositide (PI) 3-kinase PI3K 
La grande majorité des actions de l'insuline ont été montrées dépendre de 
l'activation de la phosphoinositide (PI) 3-kinase (PI3K). Il Y a trois principales classes de 
PI3K. La classe 1A est connue pour son rôle prépondérant dans la signalisation de 
l'insuline. Ainsi, lorsque nous parlerons de PI3K nous parlerons de la PI3K de la classe 
1A (Vanhaesebroeck and Waterfield 1999). 
PI3K est un hétérodimère contenant une sous-unité catalytique pli 0 et une sous 
unité régulatrice (adaptatrice) p85. Plusieurs isoformes de la sous unité catalytique (plI 0 
a, ~) et de la sous-unité régulatrice (p85a, p55a, p50a, p85~, p55y) existent (Brachmann, 
Ueki et al. 2005). p85 contient un domaine SH2 qui permet la liaison aux motifs tyrosines 
phosphorylés notamment ceux des IRS et cela en réponse à l'insuline. p85 permet 
l'activation et l'accès de PI3K à proximité de ses substrats qui sont les lipides' de la face 
interne de la membrane plasmique. 
Par la suite, la sous .unité pli 0 de PI3K phosphoryle les lipides membranaires 
transformant le PIP2 en PIP3 formant ainsi des sites d'ancrages pour des protéines kinases 
possédant un domaine PH comme Akt et PDK1. De plus, le PIP3 généré fourni des sites 
d'attachements pour les IRS renforçant par la même 'occasion l'effet de l'insuline 
(Fig.1.16). 
1.6.3.2 Akt (ou PKB) 
Akt ou PKB est une sérine/thréonine kinase reconnue pour jouer un rôle central 
dans la régulation du métabolisme cellulaire. Elle présente trois isoformes dont AktJ. qui 
est ubiquitaire, Akt2 qui est exprimée dans les tissus insu lino-sensitifs et Akt3 qui est 
exprimée dans le cerveau. Akt2 semble être l'isoforme la plus importante dans la réponse 
à l'insuline puisque son invalidation suffit à promouvoir l'insulino-résistance (Cho, Mu et 
al. 2001; Garofalo, Grena et al. 2003). De plus, une perte de fonction de Akt2 est associée 
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au diabète chez l'homme (George, Rochford et al. 2004). Sous l'effet de l'insuline et de 
l'activation de PI3K, la formation de PIP3 permet à Akt de se localiser en position juxta 
membranaire tout comme PDKl. Pour être activée totalement, Akt doit être phosphorylée 
par PDKI au niveau de sa boucle d'activation (résidu Thréonine 308) et aussi par le 
complexe mTORC2 (mammalian Target OfRapamycin 2) au niveau du résidu Sérine 473 
qui se trouve dans sa partie hydrophobe (Guertin, Stevens et al. 2006) (Fig. 1.13). Une fois 
activée, Akt phosphoryle de nombreux substrat comme la GSK3 et le facteur de 
transcription FOXOI ce qui provoque leur inhibition. Elle phosphoryle aussi la protéine 
TSC2 (Tuberous Sclerosis Comp/ex), impliquée dans la régulation de la formation et de 
l'activation de mTORCI (mammalian Target OfRapamycin 1) (Figs.1.12 & 1.13). 
Domaine régulateur 
PH Domaine catalytique Domaine hydrophobe 
PIP3 Akt 
Thr308 Ser 473 
l mTORC2 
PH Domaine catalytique 
PIP3 PDKl 
Figure 1.13 : Représentation schématique d'Akt et de PDK1. 
Akt et PDKI sont des protéines kinases présentant un domaine PH (P/eckstrin Hom%gy) 
permettant leur localisation à proximité de la membrane plasmique, et un domaine 
catalytique. Pour être totalement activée, Akt doit être phosphorylée par PDKI au niveau 
du résidu Thréonine 308 (Thr 308) et aussi par mTORC2 (mammalian Target Of 
Rapamycin 2) au niveau du résidu sérine 473 (Ser 473) présent dans son domaine 
régulateur. Le trait vertical à gauche symbolise la membrane plasmique. Adaptée de 
(Datta, Brunet et al. 1999). 
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1.6.3.3 PDKl (3-phosphoinositide-dependent protein kinase-l) 
Au niveau du foie, PDKl est une protéine kinase importante dans la transduction 
des signaux intracellulaires dont celui de l'insuline (Mora, Lipina et al. 2005). C'est une 
kinase constitutivement active qui contribue à l'activation des AGC kinases (cAMP­
dependant, cGMP-dependent and protein kinase C) en phosphOlylant des motifs sérines 
et/ou thréonines contenus dans la boucle d'activation de ces protéines. Les AGC kinases 
sont des protéines kinases caractérisées par la conservation de sites de phosphorylation 
cruciaux dans la régulation de leurs fonctions. Ces sites sont indispensables à l'activité de 
ces kinases et fonctionnent tels des régulateurs de leurs interactions intra ou 
intermoléculaires (Pearce, Komander et al. 2010). On retrouve parmi les protéines AGC, 
Akt mais aussi p70-S6kinase et p90RSK (p90-Ribosomal-S6-Kinase) (Mora, Komander 
et al. 2004) (Figs.1.l2-1.l4). 
1.6.3.4 Mammalian Target OfRapamycin Comp/ex : mTORC 
Les complexes mTORCl et mTORC2 ont un rôle très important dans de 
nombreux aspects de la physiologie cellulaire puisque l'inhibition de la formation de ces 
complexes est létale à l'état embryonnaire (Sarbassov, Guertin et al. 2005). Ces 
complexes protéiques sont impliqués' dans l'activation des protéines kinases AGe. 
mTORCl est un c'omplexe formé de mTor, mLST8 et Raptor et fut identifié comme 
phospholylant p70-S6kinase au niveau du résidu Thréonine 389, contribuant ainsi à son 
activation. Cette activation est supprimée par l'ajout de la drogue rapamycine qui 
constitue un inhibiteur assez spécifique du complexe mTORCl (Kim, Sarbassov et al. 
2003). Par contre, l'activation d'Akt n'est pas sensible à l'effet de la rapamycine 
puisqu'elle est activée par le complexe mTORC2 (formé de mTOR, mLST8 et Rictor) qui 
lui est insensible, à court terme, à l'action de la rapamycine (Sarbassov, Guertin et al. 
2005; Sarba~sov 2006). 
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mIüRC1 est un régulateur majeur de la croissance et de la prolifération 
cellulaire. Ce complexe est activé en réponse à de nombreux stimuli comme des facteurs 
nutritionnels tels que les acides aminés et des facteurs honnonaux comme l'insuline. En 
plus de son implication dans la régulation de l'autophagie et de la traduction des ARNm 
dépendants des «structures en coiffes» (CAP-dependant translation) (Hidalgo and 
Rowinsky 2000; Kumar, Pandey et al. 2000; Gingras, Raught et al. 2001), les nombreux 
travaux (plus de 5000 articles sur le sujet depuis 10 ans) ayant portés sur mIüRC1 ont 
aussi montré son implication dans la régulation transcriptionnelle des gènes du 
métabolisme intennédiaire notamment de la glycolyse, du cycle des pentose phosphate et 
de la LDN (Zoncu, Efeyan et al. 2011). mIüRC1 apparait être fortement activé dans de 
nombreux cancers· et semble constituer un facteur essentiel dans les bouleversements 
métaboliques observés lors de la formation de tumeurs (Yecies and Manning 2011). 
1.6.3.5 Activation de mIüRC1 par l'insuline 
mIüRC1 est sous le contrôle négatif du complexe ISC1-ISC2. Ce complexe 
stimule la conversion du Rheb-GIP en Rheb-GDP ce qui conduit à la déstabilisation de 
mIüRC1. À l'inverse, la dissociation du complexe ISC1-ISC2 provoque une 
accumulation de Rheb-GIP conduisant à la stabilisation de mIüRC 1 (Long, Lin et al. 
2005; Yan, Findlay et al. 2006). Sous l'effet de l'insuline, il y a inhibition de la fonnation 
du complexe ISC 1-ISC2 par phosphorylation de ISC2 par Akt et/ou ERK (Miyazaki, 
Jacobson et al. 2003; Ma, Ieruya-Feldstein et al. 2005; Huang and Manning 2008). Ceci 
conduit à l'activation de mIüRC1 en réponse à l'insuline (Fig.1.14). 
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Figure 1.14 : Régulation de la formation du complexe mTüRC1 par l'insuline et 
activation de p70-S6kinase. 
Sous l'effet de l'insuline, l'activation d'Akt permet l'inhibition de TSC2 par 
phosphorylation (1). Ceci permet une accumulation de RhebGTP et au final, la 
stabilisation du complexe mTORC 1 (2). mTORC 1 phosphoryle par la suite p70-S6kinase 
au niveau du résidu Thréonine 389 (3) qui devient un site de liaison pour PDK1 
(indépendamment de son domaine PH) (4). PDK1 participe à l'activation complète de 
p70-S6kinase en la phosphorylant notamment sur le résidu Thréonine 229 (5). Adaptée de 
(Pearce, Komander et al. 2010; Zoncu, Efeyan et al. 2011). 
Par la suite, mTORCl active de nombreux substrats. Les cibles les mIeux 
caractérisées de mTORCl sont p70-S6kinase qui par la suite est phosphorylée par PDK1 
(indépendamment de son domaine PH). Ceci permet l'activation complète de p70­
S6kinase (Fig.1.14). mTORCl phosphoryle aussi l'eukaryotic initiationfactor 4E (eIF4E) 
binding protein (4E-BP1). En l'absence d'activation de mTORC1, 4E-BP1 se lie avec 
eIF4E occasionnant l'inhibition de la formation du complexe eIF4E et eIF4G sur l'ARNm. 
Ceci inhibe la traduction dépendante des structures en coiffes. Une fois phosphorylée par 
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mTORCl, 4E-BPl perd cette capacité à lier eIF4E permettant l'initiation de la 
traduction (Hidalgo and Rowinsky 2000; Kumar, Pandey et al. 2000; Gingras, Raught et 
al. 2001). mIORCl est aussi impliqué dans l'effet régulateur des facteurs de transcription 
ciblant des gènes du métabolisme comme SREBP-l (Porstmann, Santos et al. 2008), 
PPAR-y (Gagnon, Lau et al. 2001) et PGCl-a (Cunningham, Rodgers et al. 2007). 
mIORCl est aussi impliqué dans la régulation de l'expression de IGFBP-l (Ins.ulin-like 
Growth Factor-Binding Protein-l). Cette protéine, sécrétée dans le plasma, peut se lier 
aux IGF, ce qui participe à la modulation de leur action (liaison au niveau de leurs 
récepteurs, variation de leur demi-vie ... ) (Band and Posner 1997; Murphy 1998; Patel, 
Lochhead et al. 2002; Mounier, Dumas et al. 2006). 
1.6.3.6 La voie des MAPK ERKl/2 
Une autre voie majeure activée par l'insuline est la VOle des MAPK 
Ras/RafIMEKJERK. Cependant, le niveau d'activation de la voie ERKl/2 par l'insuline 
est plus faible que celui induit par d'autres facteurs de croissance tel que l'EGF (Peak, 
Rochford et al. 1998). En réponse à l'insuline, la voie des MAPK ERKl/2 est connue 
pour moduler l'expression et la .transcription de nombreux gènes (Au, Kung et al. 2003; 
Keeton, Bortoff et al. 2003; Mounier and Posner 2006). Les voies des MAPK JNK et p38 
sont aussi activées par f'insuline (Lee, Giraud et al. 2003) mais leur activation majeure se 
fait souvent en réponse à un stress. Ces voies jouent cependant un rôle important dans la 
régulation de la sensibilité à l'insuline en régulant de façon négative les IRS (Lee, Giraud 
et al. 2003; Hennige, Stefan et al. 2006). 
En réponse à l'insuline, la phosphorylation des IRS ou de Shc conduit au 
recrutement de l'adaptateur Grb2 qui à son tour active le facteur d'échange nuc1éotidique 
SOS (son of sevenless). sos active la protéine G Ras en stimulant l'échange du GDP 
contre le GTP au niveau de la membrane plasmique. Ras, par la suite, active la protéine 
kinase Raf-l, qui à son tour phosphoryle et active les MAP kinase kinases (MEKl/2) qui 
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sont responsables de la phosphorylation et de l'activation des deux MAP kinases, 
ERKI et 2 (extracellular signal-regulated kinase). Celles-ci peuvent à leur tour, activer la 
kinase p90RSK ou entrer dans le noyau afin de phosphoryler des facteurs de transcription 
tels qu'AP-I (c-fos, Jun-d) et SpI (Fig.1.16). 
p90RSK est une AGC kinase à part, car cette protéine kinase ne requière pas 
mTORCI ou mTORC2 pour être activée. En effet, celle-ci est la cible la MAPK ERKI/2 
qui permet d'initier son activation. Son activation complète requière ensuite sa propre 
activité autocatalytique et subséquemment l'action de PDKI (indépendamment du 
domaine PH de PDKI et aussi indépendamment de PI3K) (McManus, Collins et al. 2004; 
Anjum and Blenis 2008) (Fig.I.15 pour détails). 
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Figure 1.15 : Modèle d'activation de p90RSK. 
(1) La fixation de ERK1I2 sur son domaine d'attachement permet ensuite la 
phosphorylation du résidu Thréonine 573 au niveau du domaine CTDK (C-terminal 
kinase domain). (2) Une fois activé, le domaine CTDK autophosphoryle p90RSK au 
niveau du résidu sérine 380 dans son domaine hydrophobe. ERKI/2 pourrait aussi 
phosphoryler les résidus Thréonine 359 et Sérine 363 situés dans ce domaine. (3) La 
sérine 380 constitue un domaine de fixation pour PDKI qui subséquemment phosphoryle 
le résidu 221 contenu dans le domaine NTKD (N-Terminal kinase domain). Ces 
événements résultent en la complète activation de p90RSK. (4) Par la suite, le domaine 
NTKD phosphoryle le résidu Sérine 749 qui résulterait dans la dissociation du complexe 
ERK1I2-p90RSK. Adaptée de (Anjum and Blenis 2008). 
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Figure 1.16 : Voies de signalisation induites par l'insuline. 
Cette figure résume les voies de signalisation PI3K-Akt-mTORCI et MAPK-ERK1I2 
décrites dans les paragraphes précédents. PT=Phospho Thréonine, PS=Phospho Sérine, 
PY=Phospho Tyrosine. 
1.6.4 Régulation de l'action de l'insuline 
La modulation de l'action de l'insuline est sous l'influence de nombreux facteurs 
comme le TNFa, la leptine, mais aussi un propre contrôle par l'insuline. 
1.6.4.1 Régulation au niveau du récepteur 
L'autophosphorylation du IR au lllveau de son domaine d'activation entraîne 
l'internalisation du complexe IR-Insuline par endocytose clatherine-dépendante. 
L'insuline est ainsi disposée dans un compartiment endosomal où elle est dégradée. Ceci 
contribue fortement, particulièrement au niveau du foie, à la clairance de l'insuline. 
40 
L'internalisation du récepteur, indépendante de la phosphorylation de sa partie juxta­
membranaire, permet aussi de prolonger transitoirement le signal insulinique en 
améliorant l'accès des protéines adaptatrices, notamment Shc, au niveau du récepteur 
(Backer, Shoelson et al. 1992; Ceresa, Kao et al. 1998; Di Guglielmo, Drake et al. 1998). 
Par la suite, le récepteur peut être recyclé au niveau de la membrane. Les protéines 
adaptatrice Grb 10 et Grb 14 sont aussi capables de se lier au IR au niveau de son domaine 
d'activation: Grb10 est capable d'inhiber le signal insulinique en inhibant l'association 
d'IRS1 et IRS2 avec l'IR (Wick, Werner et al. 2003). De plus Grb10 promeut la 
dégradation du récepteur par l'intermédiaire du recrutement d'une ubiquitine ligase dont 
l'identité reste à déterminer (Ramos, Langlais et al. 2006). 
Après détachement de l'insuline de son récepteur, celui-ci est soumis à l'action 
des phosphotyrosines phosphatases comme PTP1B (protein-tyrosine phosphatase lB) 
permettant ainsi sa déphosphorylation et son inactivation rapide (Asante-Appiah and 
Kennedy 2003) (Fig.1.18). 
1.6.4.2 Régulation au niveau des IRS 
Il existé plus d'une centaine de sites potentiels de phosphorylation au niveau de 
résidus sérines inhibiteurs sur les IRS. De nombreuses serine/thréonine kinases sont 
capables de phosphoryler les IRS au niveau de ces résidus permettant d'inhiber l'action 
des IRS. (Sun and Liu 2009). 
Les sites pertinents de phosphorylation sur IRS1 chez la souris sont 307,612,632 
et 789 (résidus humain ser 312, 616, 636 et 794) et les protéines kinases ciblant ces 
différents résidus sont répertoriées sur la figure 1.17. 
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Figure 1.17 : Principaux sites de phosphorylation de IRS1 murin. 
Les résidus tyrosines phosphorylés permettent la formation de complexes signalétiques 
avec de multiples protéines tel que p8S, Grb2 et SHIP2. IRS 1 est aussi phosphorylé au 
niveau de résidu sérine par de nombreuses sérine/ thréonine kinases ce qui prédétermine 
les événements d'activation d'IR81. (Schmitz-Peiffer and Whitehead 2003). 
Les conséquences de la phosphorylation des résidus sérines sont diverses. Par 
exemple, une augmentation de la phosphorylation de ces résidus peut réduire l'accès des 
IRS 1-2 à la membrane à proximité du IR (Paz, Hemi et al. 1997). Un exemple précis est la 
phosphorylation du résidu 612, par ERKl/2, qui est impliquée dans l'inhibition de 
l'activation de PI3K par IRSl. En effet, la phosphorylation du résidu sérine 612 inhibe 
l'accès de la PI3K au résidu tyrosine 628 situé à proximité (De Fea and Roth 1997). La 
phosphorylation du résidu 307 par JNK en réponse au TNFa est quant à elle, associée à 
une augmentation du niveau de dégradation des IRS (Greene, Sakaue et al. 2003; Lee, 
Giraud et al. 2003). ERKl/2 et mTORCI sont aussi impliquées dans la phosphorylation 
d'autres résidus sérines d'IRSI (Hamta, Uno et al. 2000; Hiratani, Hamta et al. 2005). 
Récemment, une étude a montré leur implication dans la phosphorylation d'IRS2 au 
niveau du résidu 675 (équivalent du 632 d'IRS1) qui supposément accélérerait son taux 
de dégradation (Fritsche, Neukamm et al. 2010). Au niveau musculaire, l'AMPK est aussi 
capable de phosphoryler IRSI sur le résidu 789 (Jakobsen, Hardie et al. 2001). 
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La leptine dont nous parlerons dans la partie suivante fut montrée induire la 
phosphorylation sur le résidu 318 d'IRS 1 via une voie de signalisation impliquant la Janus 
kinase 2 (Jak2) et la protéine kinase C (PKC) diminuant la sensibilité à l'insuline au 
niveau musculaire (Hennige, Stefan et al. 2006). 
1.6.4.3 Régulation au niveau de PI3K 
L'action de PI3K est inhibée par les phosphatases tel que SHIP2 et PIEN (Les lie 
and Downes 2002) qui respectivement enlèvent le phosphate situé en 5' et celui situé en 
3'du PIP3 PI(3,4,5)P3 formant du PI(3,4)P2 et du PI(4,5)P2 (Vinciguerra and Foti 2006). 
De plus, la balance entre le niveau des isoformes régulatrices et catalytiques de PI3K 
régule subtilement la sensibilité à l'insuline (Brachmann, Ueki et al. 2005). 
1.6.4.4 Régulation au niveau d'Akt 
Le degré de phosphorylation d'Akt influence son activité puisque son activation 
complète requiert la phosphorylation des résidus thréonine 308 et sérine 473. De 
nombreuses phosphatases comme PP2A (protein phosphatase 2) sont impliquées dans la 
déphosphorylation de ces résidus (Bemsmeier, Duong et al. 2008). De plus, le domaine 
PH de Akt est lui aussi capable d'influencer son activité en favorisant sa dimérisation 
(Datta, Franke etaI. 1995) (Fig.1.18). 
1.6.4.5 Régulation au niveau de la voie des MAPK 
La voie des MAPK ERKl/2 est elle aussi sujette à régulation. Par exempl€, dans le 
modèle HepG2, en réponse à l'insuline la voie des MAPK p38 diminue l'effet activateur 
de l'insuline sur ERKl/2. Dans cet exemple précis, ceci permet une fine régulation de 
l'effet de l'insuline sur l'expression de MIP (Au, Kung et al. 2003). 
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Figure 1.18: Régulation de la sensitivité à l'insuline. 
Cette figure résume les principales informations de la partie 1.6.4. Le signal insulinique 
peut être régulé à de nombreux niveaux notamment au niveau de l'IR, des IRS, de la PI3K 
et d'Akt. PT=Phospho Thréonine, PS=Phospho Sérine, PY=Phospho Tyrosine. Les 
flèches rouges représentent une inhibition de l'action de l'insuline. (rond rouge = 
déphosphorylation; triangle rouge = phosphorylation). 
La multitude des travaux portant sur l'insuline depuis le clonage de son récepteur 
en 1985 (Ullrich, Bell et al. 1985) a permis d'établir un réseau complexe de signalisation. 
L'insuline transmet la plupart de ses effets sur le métabolisme via la voie PI3K et ses 
effets mitogènes via la voie des MAPK ERKI/2. Ces travaux ont permis d'établir que 
l'expression des gènes de la lipogenèse est sous le contrôle positif de l'insuline via 
notamment l'activation de SREBP-lc. Ce facteur de transcription constitue le principal 
régulateur des gènes du métabolisme lipidique. Il a été montré comme important dans la 
transcription de SCO 1 au niveau adipocytaire (Tabor, Kim et al. 1999). Cependant, le 
mécanisme gouvernant la transcription de SCOI en réponse à l'insuline n'a pas été 
éclairci au niveau hépatique. 
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1.7 Rôle de la leptine sur le métabolisme des lipides 
La leptine, produit du gène ob, est produite principalement par le TA en expansion. 
Son rôle principal est le contrôle de l'appétit via une action au niveau du système nerveux 
central (SNC). Cependant, celle-ci est capable d'agir au niveau périphérique et de réguler 
l'expression de gènes dont certains impliqués directement dans le métabolisme lipidique. 
1.7.1 Apport des modèles animaux et effet de la leptine sur SCD1 
Les souris ob/ob sont mutantes au niveau du gène ob et ne produisent donc pas de 
leptine. Elles sont incapables de réguler efficacement leur prise alimentaire et deviennent 
hyperphagiques et obèses. Elles sont aussi hyperinsulinémiques et présentent une forte 
augmentation de la lipogenèse hépatique associée à une très forte augmentation de 
l'expression de SCD 1. Ceci conduit à une stéatose hépatique sévère (Yen, Allan et al. 
1976; Cohen, Miyazaki et al. 2002). Un traitement à la leptine des souris ob/ob diminue la 
prise alimentaire, corrige le phénotype obèse et diminue la LDN au niveau hépatique et 
cela principalement grâce à une forte diminution de l'expression de SCD1 
(Pelleymounter, Cullen et al. 1995; Halaas, Boozer et al. 1997; Cohen, Miyazaki et al. 
2002; Prieur, Tung et al. 2008). L'injection de leptine diminue aussi le niveau 
d'expression des gènes de la lipogenèse au niveau du TA (Soukas, Cohen et al. 2000). 
Les souris lipodistrophiques possèdent peu de TA et sont hypoleptinémiques. Elles 
sont caractérisées par une forte expression hépatique de SCD 1 associée à une stéatose. 
Ceci est aussi corrigé par un traitement à la leptine (Asilmaz, Cohen et al. 2004). Chez le 
rat l'induction d'une hyperleptinémie réduit très fortement (96%) le niveau d'expression 
de SCD 1 au niveau du foie (Kakuma, Lee et al. 2002). 
1.7.2 Régulation de la LDN via le SNC 
Diverses études ont démontré que la leptine agit sur le métabolisme des lipides 
grâce à son action au niveau du SNe. En effet, chez la souris, l'invalidation du récepteur à 
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la leptine (ObR) au niveau neuronal provoque la stéatose hépatique à la différence de 
l'invalidation au niveau du foie qui semble sans effet (Cohen, Zhao et al. 2001). Sur des 
souris ob/ob, Prieur et collaborateurs ont récemment montré que l'action de la leptine sur 
le métabolisme des lipides est liée à son effet au niveau du SNC en modulant la prise 
alimentaire (Prieur, Tung et al. 2008). Cependant, l'inhibition de SC01 n'est pas une 
simple conséquence de la diminution de la prise alimentaire. En effet, si l'on compare les 
souris traitées à la leptine à des souris nourries avec une quantité de nourriture équivalente 
(pair feeding), on observe une diminution de l'expression hépatique de SCOI plus 
précoce indiquant un effet de la leptine indépendant de la diminution de l'apport 
alimentaire (Cohen, Miyazaki et al. 2002). 
1.7.3 Effet indirect de la leptine sur l'expression hépatique de SCDl 
La leptine a de nombreux effets au niveau de l 'hypothalamus. Elle diminue 
notamment le niveau de la melanin concentrating hormone (MCH) impliquée dans 
l'initiation de la prise alimentaire (Sahu 1998; Nahon 2006). Les souris ob/ob présentent 
une augmentation du niveau d'expression de MCR. Oe plus, le double KO ob/ob MCH-/­
présente une diminution partielle du niveau d'expression de SCO 1 au niveau hépatique 
malgré leur hyperinsulinémie. Cette inhibition est sûrement une conséquence de la 
diminution du niveau de corticostérones plasmatiques (Segal-Lieberman, Bradley et al. 
2003). En effet, ceux-ci sont connus pour activer SC01 au niveau hépatique (Marra and 
de Alaniz 1995). 
La leptine, via les récepteurs aux mélanocortines impliqués dans l'arrêt de la prise 
alimentaire (Nahon 2006), provoque aussi une diminution de la production d'insuline au 
niveau pancréatique. L'expression de SC01 est conséquemment diminuée (Lin, Choi et al. 
2003). Cependant, en présence d'une stimulation à l'insuline, la leptine conserve un effet 
inhibiteur sur l'expression de SCO 1. Cet effet est aussi conservé dans des souris 
invalidées pour le IR au niveau du foie, ou dans des souris invalidées pour SREBP-1c 
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(Biddinger, Almind et al. 2005). Donc, la leptine est capable d'inhiber SCD 1 par une 
action centrale et cela indépendamment de l'action de l'insuline et de SREBP-lc (Asilmaz, 
Cohen et al. 2004; Bidclinger, Miyazaki et al. 2006). Cependant, Biddinger et 
collaborateurs, lors de leur étude, ont injecté leurs souris au niveau sous cutané donc 
périphérique. De plus, ils n'affirment pas que la leptine ne diminue pas l'expression de 
SCDl dans des cellules hépatiques en culture (Biddinger, Miyazaki et al. 2006) (Fig.l.19). 
1.7.4 Action direct de la leptine au niveau hépatique 
Des études in vivo et de nombreux exemples sur des cellules en culture montrent 
que la leptine peut aussi agir directement au niveau périphérique pour moduler la 
transcription de nombreux gènes. Effectivement, une injection de leptine au niveau de la 
veine jugulaire induit rapidement un effet direct de la leptine sur l'activation des voies de 
signalisation dans le foie, le muscle et le TA (Kim, Uotani et al. 2000; Minokoshi, Kim et 
al. 2002). Une injection intra péritonéale de leptine est capable de directement diminuer la 
lipogenèse (expression de Acc et FAS dans le foie) ainsi que le niveau de TG hépatique et 
adipocytaire chez la souris (Jiang, Wang et al. 2009). De plus, l'augmentation du niveau 
de leptine est associée à l'inhibition de la stéatose hépatique notamment en diminuant le 
niveau d'activation de la voie PI3K-Akt directement au niveau du foie (Lee, Wang et al. 
2001; Huang, Dedousis et al. 2004). Dans les modèles de cellules en culture notamment 
dans des cellules hépatiques, la leptine est capable d'activer les voies PI3K-Akt, MAPK 
ERKl/2 et STAT3 et subséquemment d'influencer le comportement de la cellule et 
l'expression de gènes (Saxena, Saliba et al. 2003; Lam, Lewis et al. 2004; Saxena, Titus et 
al. 2004; Cao, Mak et al. 2006; Lin, Saxena et al. 2006; Thompson, Lau et al. 2011) 
(Fig.1.19). 
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Figure 1.19 : Régulation de l'expression de SCD1 au niveau hépatique par la leptine. 
(1) La leptine via l'inhibition du niveau de Melanin Concentrating Hormon (MCH) agit 
indirectement sur le niveau d'expression de SCO 1 en diminuant le niveau de 
corticostérones circulant. (2) La leptine provoque une diminution du niveau d'insuline 
circulant diminuant ainsi le niveau de stimulation de l'expression de SC01. (3) De 
nombreux exemples dans la littérature montrent que la leptine peut agir directement au 
niveau hépatique et modifier la transcription de gènes. SNC: système nerveux central. 
1.8 Signalisation induite par la leptine et son rôle au niveau périphérique 
1.8.1 Le récepteur à la leptine 
La leptine agit par l'intermédiaire d'un récepteur membranaire nommé ObR car il 
a été identifié pour la première fois dans les souris ob/ob et associé au phénotype 
d'obésité (Tartaglia, Oembski et al. 1995). Le récepteur à la leptine appartient à la famille 
des récepteurs à cytokine de classe 1 qui ne présente pas d'activité tyrosine kinase 
intrinsèque. ObR est exprimé sous six isoformes différentes (ObRa à f) codées par le 
même gène chez le rat. Chez la souris et l'homme cinq (ObRa à e) et quatre (ObRa à d) 
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isofonnes ont été décrites respectivement à ce jour (Tartaglia, Dembski et al. 1995; 
Aleffi, Petrai et al. 2005). Ces isofonnes possèdent le même domaine extracellulaire et 
sont générées chez la souris par épissage alternatif. ObRe est la fonne soluble du 
récepteur générée par protéolyse de la fonne transmembranaire. Cette isofonne pourrait, 
par exemple, servir de transporteur pour la leptine mais aussi de modulateur de son action 
en séquestrant l'honnone (Huang, Wang et al. 2001; Cohen, Yang et al. 2005). Les cinq 
autres isofonnes peuvent être divisées en deux groupes: Quatre d'entre elles (ObR a,c,d,f) 
possèdent un domaine intra cytoplasmique petit (ObRs) (s=short) et une d'entre elles 
possède un domaine long (ObRb = ObRL) (Tartaglia 1997; Hegyi, Fulop et al. 2004; 
Garofalo and Sunnacz 2006) (Fig.l.20). 
ObR e ObR a,e,d,f ObR b 
SLR ObRs ObRL 
membrane 
PY PY Tyr985 
py PY Tyr 1077 
py py Tyr 1138 
Figure 1.20 : Les récepteurs à la leptine ObR 
Le récepteur à la leptine présente trois principales fonnes: circulante ObRe, (SLR : 
Soluble Leptin Receptor), transmembrannaire courtes ObRs = ObR a,c,d,f et 
transmembranaires longues ObRb=ObRL. pY : phospho tyrosine, Jak2 : Janus Kinase 2. 
ObRL semble être responsable de l'activation de la plupart des voies de 
signalisation intracellulaires induite par la leptine. Ce récepteur possède deux domaines de 
49 
recrutement pour la tyrosine kinase Janus Kinase 2 (Jak2) (Box 1 et Box2) et présente 
trois résidus tyrosines (Tyr985, 1077 et 1138) pennettant le recrutement de SHP-2, 
SOCS3, STAT5 et STAT3 induisant ainsi toute une variété de réponse cellulaire 
(Fig. 1.20). Par contre, les ObRs ne sont pas capable d'activer les facteurs de transcription 
STATs mais sembleraient être en mesure d'activer la voie des MAPK ERKl/2. Le 
récepteur à la leptine est exprimé de façon ubiquitaire. ObRL (ObRb) est très fortement 
exprimée au niveau de l'hypothalamus. Les deux Jonnes ObRL et ObRs sont exprimées 
au niveau hépatique (avec une plus forte abondance de la fonne ObRs) et leur expression 
est stimulée lors de la privation de nourriture chez la souris (Ghilardi, Ziegler et al. 1996; 
Cohen, Yang et al. 2005). ObRL et ObRs sont exprimés à un même niveau dans les 
modèles d'hépatocarcinomes hépatiques tel que les cellules HepG2 utilisées dans notre 
étude (Aleffi, Petrai et al. 2005; Saxena, Sharma et al. 2007). 
1.8.2 Activation des voies de signalisation de la leptille 
1.8.2.1 La voie impliquantJak-STATs 
La fixation de la leptine sur ObR favorise sa dimérisation et par la suite son 
association avec Jak2 au niveau du motif Boxl qui est hautement conservé et essentiel à 
son activation (Bahrenberg, Behrmann et al. 2002; Kloek, Haq et al. 2002). La kinase 
Jak2 est ensuite activée par phosphorylation croisée ou autophosphorylation et à son tour 
phosphoryle les résidus Tyrosines 985, 1077 et 1138 du récepteur ObR. Les résidus 
Tyrosines 1077 et 113 8 permettent de recruter respectivement STAT5 et STAT3 
(Garofalo and Surmacz 2006). Une fois phosphorylé, STAT3 est dimérisé et est exporté 
au niveau nucléaire où il pourra agir comme un facteur de transcription. Il permet aussi de 
stimuler l'expression de SOCS3 (suppressor ofcytokine signaling 3) assurant un contrôle 
en boucle négative sur le signal induit par la leptine (Banks, Davis et al. 2000; Bjorbaek, 
Buchholz et al. 2001; Knobelspies, Zeidler et al. 2010). Une étude récente montre que 
STAT3 est aussi impliqué dans l'inhibition de la transcription de SREBP-1 c (E1am, 
Yellaturu et al. 2010) (Figs.1.21 & 1.22). 
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1.8.2.2 MAPK ERlO/2 
SHP2 (SH2 domain containing protein tyrosine phosphatase) est aussi recrutée au niveau 
du résidu Tyr 985 du récepteur à la leptine ce qui permet l'activation subséquente de la 
voie des MAPK ER!<l!2. Notons que la voie des MAPK ERKl!2 est activable par les 
deux formes ObRL et ObRs du récepteur à la leptine mais apparemment toujours 
dépendamment de SHP2 et de Jak2 (Banks, Davis etaI. 2000; Bjorbaek, Buchbolz et al. 
2001) (Fig.1.21). 
1.8.2.3 PI3K-Akt 
La voie PI3K-Akt est aussi activée par le récepteur à la leptine cependant le 
mécanisme qui doit dépendre de Jak2 n'est pas encore clairement caractérisé au niveau 
hépatique (Saxena, Sharma et al. 2007) (Fig.1.21). Son activation passe probablement par 
le recrutement du complexe Grb2/S0S par SHP2. Au niveau du SNe, la leptine est 
capable via l'activation de la voie PI3K-Akt de supprimer l'activité transcriptionnelle de 
FOXO 1 (Kitamura, Feng et al. 2006) qui inhiberait l'activité transcriptionnelle de STAT3 
(Yang, Lim et al. 2009). 
1.8.2.4 AMPK 
Au niveau de l'hypothalamus, la leptine inhibe l'AMPK conduisant à l'activation 
d'Acc (Gao, Kinzig et al. 2007). Tandis qu'au niveau périphérique, la leptine est capable 
d' activer l'AMPK directement au ni veau musculaire inhibant de ce fait l'Acc et donc la 
lipogenèse et activant la ~-oxydation des acides gras. Le mécanisme d'activation n'est 
pas clairement établi mais semble impliquer uniquement l' ObRL (Minokoshi, Kim et al. 
2002). Une étude récente montre que la leptine est aussi capable d'activer l'AMPK dans 
des cellules hépatiques en culture (Randy, Saxena et al. 2010) (Fig.1.21). 
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1.8.2.5 Voies de la leptine indépendantes de Jak2 
La leptine est aussi capable d'activer STAT3 et la voie des MAPK ERK1I2 de 
façon indépendante de Jak2. Cette activation serait dépendante des tyrosines kinases Src. 
Il semblerait que les voies dépendantes et indépendantes de Jak2 agiraient de façon 
synergique. Cependant, ce phénomène reste à être préciser (Montecucco, Bianchi et al. 
2006; Jiang, Li et al. 2008) (Fig.l.21). 
ObR b obR a,c,d,f 
ObRL ObRs 
Membrane plasmique 
? 
,
, 
py py 
1 
~ py py 
src 
? 
\ 
\ 
Spi Jun fos 
Transcription de gènes 
Figure 1.21 : Principales voies de signalisation induites en aval des ûbR. 
Les flèches pointillées dénotent des voies inconnues ou hypothétiques. pY: phospho 
tyrosine, ObRL récepteur à la leptine long, ObRs : récepteur à la leptine court. (Hegyi, 
Fulop et al. 2004; Garofalo and Surmacz 2006; Myers, Cowley et al. 2008; Morris and 
Rui 2009). 
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1.8.3 Modulation de l'activation des voies signalisation de la leptine 
Une partie des ObRL ou ObRs nouvellement synthétisée est directement dégradée 
au niveau des lysosomes tandis qu'une partie est acheminée à la membrane plasmique. 
Bien que son endocytose soit clathrine-dépendante, à la différence de l'IR, 
l'internalisation des ObR est indépendante de la fixation de la leptine. De plus le taux de 
recyclage des ObR est faible (Belouzard, Delcroix et al. 2004). Si l'on ajoute l'action des 
metalloprotéases de la famille A Disintegrin And Metalloprotease (ADAM) chargées de 
cliver l'ObR pour former le SLR (Ge, Huang et al. 2002), il en résulte que l'ObR localisé 
au niveau de la membrane représente une fraction du récepteur exprimé. 
La signalisation induite par le récepteur à la Jeptine peut être influencée 
positivement et négativement. La protéine adaptatrice SH2B l est connue pour augmenter 
la sensibilité à la leptine au niveau du SNC en favorisant l'autophosphorylation de Jak2 
mais aussi en stimulant la formation du complexe Jak/SH2B lIIRS, favorisant notamment 
l'activation de la voie PI3K-Akt (Ren, Zhou et al. 2007; Morris, Cho et al. 2009) 
(Fig.l.22). 
SOCS3 est un facteur impliqué dans la boucle de régulation négative du signal 
leptinémique en inhibant l'activation de Jak2. En effet, SOCS3, une fois fixé au niveau du 
résidu Tyr 985, inhibe l'activité de Jak2 (Banks, Davis et al. 2000; Bjorbaek, Buchholz et 
al. 2001). La phosphatase PTPlB diminue l'action de la leptine en déphosphorylant Jak2 
(Cheng, Uetani et al. 2002) (Fig.I.22). 
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Figure 1.22 : Régulation positive et négative de l'effet de la leptine 
Les flèches vertes indiquent un effet positif et les flèches oranges un effet négatif. Le 
récepteur en circulation ObRe pourrait aussi moduler l'action de la leptine. pY : phospho 
tyrosine, SLR: Soluble Leptin Receptor, ObRL récepteur à la leptine long, ObRs: 
récepteur à la leptine court. Adapté de (Morris and Rui 2009). 
1.8.4 Interaction entre la signalisation induite par l'insuline et la leptine 
L'insuline et la leptine activent des voies de signalisation identiques et sont 
capables de s'influencer l'une et l'autre. Ces interactions complexes ont été et sont 
toujours l'objet de nombreuses études. Un des effets de la leptine au niveau périphérique 
est la modulation de la sensibilité à l'insuline contribuant ainsi à modifier l'expression des 
gènes impliqués dans la régulation du métabolisme. 
En effet, in vivo la leptine possède la capacité de moduler la sensibilité à l'insuline 
indépendamment de son rôle dans la régulation de la prise alimentaire (i.e. L'effet de la 
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leptine, sur la sensibilité à l'insuline, n'est pas mimé par une privation chronique de 
nourriture) (Shimomura, Hammer et al. 1999). De plus, la leptine peut agir directement 
sur le TA. Elle désensibilise l'effet de l'insuline en réduisant l'influx intracellulaire de 
glucose ainsi que l'expression d'Acc et conséquement le niveau de lipogenèse dans des 
cellules en culture (Bai, Zhang et al. 1996; Muller, Ertl et al. 1997). Chez les souris 
lipodystrophiques, la sensibilité à l'insuline peut être améliorée par des injections sous 
cutanées de leptine (Shimomura, Hammer et al. 1999). 
Au nIveau hépatique, sur des cellules HepG2, Cohen et collaborateurs ont 
démontré que la leptine pouvait supprimer l'effet inhibiteur de l'insuline sur l'expression 
de PEPCK. Ceci semble être accompagné d'une diminution de l'effet de l'insuline sur la 
phosphorylation des résidus Tyrosines d'IRS-l, accompagné d'une diminution du 
recrutement de Grb2. Paradoxalement, ceci semble être associé à une augmentation de 
l'activité de PI3K associé à IRS 1 mais ce résultat fut nuancé par Wang et collaborateurs 
qui n'observèrent peu voire pas d'effet de la leptine sur le niveau d'association entre PI3K 
et 'IRSl dans leur modèle d'hépatome murin (Cohen, Novick et al. 1996; Wang, 
Kuropatwinski et al. 1997). 
Une étude réalisée chez le rat montre qu'une infusion chronique de leptine au 
niveau périphérique diminue l'effet de l'insuline sur ses voies de signalisation au niveau 
hépatique. En effet, dans ce cas, l'infusion de leptine provoque une réduction de 
l'association entre IRS et le domaine p85 de PBK (Benomar, Wetzler et al. 2005). 
L'effet inverse est observé lors d'une infusion au niveau du SNC (Berthou, Rouch et al. 
2011). De même, Barzilai et collaborateurs ont montré que la leptine influençait 
positivement la sensibilité à l'insuline chez le rat (Barzilai Wang et al. 1997). Enfin, une 
étude réalisée sur des souris déficientes en übR au niveau du foie montre que la leptine 
agit comme un régulateur négatif de l'action de l'insuline au niveau hépatique (Huynh, 
Levi et al. 2010). 
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Ces quelques exemples montrent que la leptine est capable d'exercer à la fois un 
effet positif et inhibiteur sur l'action de l'insuline au niveau périphérique. Les différences 
observées lors de ces études peuvent être attribuées à de nombreux facteurs notamment 
aux modèles utilisés (lignées cellulaires (Cohen, Novick et al. 1996; Wang, 
Kuropatwinski et al. 1997; Somasundar, Yu et al. 2003), types d'animaux (Lamosova and 
Zeman 2001) et fond génétique des animaux). L'effet de la leptine peut être aussi 
différent en fonction de la dose, de la durée du traitement (Lam, Lewis et al. 2004), ainsi 
que de la façon dont elle est administrée (central ou périphérique). 
1.8.5 Effet direct de la leptine sur SeDt au niveau hépatique 
La leptine en diminuan't la lipogenèse a un effet majeur sur la perte de poids et la 
diminution de la stéatose hépatique sur les souris obèses. Dans ce contexte, une méthode 
d'analyse en micropuce permettant de répertorier l'expression des gènes hépatiques ciblés 
spécifiquement par la leptine, fut réalisée par Cohen et collaborateurs. Cette analyse 
révéla que SCD 1 constitue la cible la plus importante de la leptine au niveau du foie 
(Cohen, Miyazaki et al. 2002; Cohen, Ntambi et al. 2003). Bien que l'expression 
hépatique de SCDl semble être influencée indirectement via le SNC, rien ne l'empêche 
d'agir directement sur SCDl au niveau hépatique contribuant ainsi à la forte diminution 
de la LDN hépatique. La leptine est notamment capable d'activer la voie des MAPK 
ERKl/2. Cette voie joue un rôle important dans la régulation du métabolisme lipidique au 
niveau hépatique. En effet, l'inhibition de MEKl/2 provoque l'augmentation de la 
synthèse et de la sécrétion des TG dans des cellules hépatiques primaires en culture. 
L'inhibition de cette même kinase provoque aussi une forte augmentation du niveau 
d'expression de DAGT2 dans les cellules HepG2 (Tsai, Qiu et al. 2007). DGAT2 travaille 
de paire avec SCDl dans la synthèse des TG (Man, Miyazaki et al. 2006) et l'invalidation 
de SCD 1 ou de DGAT2 chez la souris a démontré leur importance dans ce phénomène 
(Miyazaki, Kim et al. 2001; Yu, Murray et al. 2005). 
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1.9 Rôle de SCDl dans l'adiposité, l'obésité et le syndrome métabolique 
1.9.1 Obésité viscérale, obésité sous cutanée et syndrome métabolique 
Chez l'Homme, l'accumulation excessive d'AG associée à la présence 
d'adipocytes hypertrophiés au niveau du TA viscéral (ou omental) (OM) est un facteur 
important dans l'apparition du syndrome métabolique. Les facteurs favorisant l'obésité 
viscérale sont divers: on retrouve notamment l'alimentation, le tabagisme, la sédentarité 
et certaines prédispositions génétiques. A l'inverse, lorsque l'excédant énergétique est 
accumulé au niveau du TA sous-cutané (SC), plus sensible à l'action de l'insuline, les 
individus semblent protégés du syndrome métabolique (Despres and Lemieux 2006). Ce 
cas de figUre est rencontré lors de traitement de patients diabétiques avec des 
thiazolidinédiones (TZD). En effet, les agonis tes de PPAR-y sont insulino-sensibilisateurs 
et promeuvent le dépôt de gras au niveau du tissu adipeux SC (Miyazaki, Mahankali et al. 
2002). 
Les sujets obèses ou en surpoids sont plus à risque de développer un syndrome 
métabolique. Ceci inclus l'apparition de maladies cardiovasculaires et du diabète de type 
II. En dépit d'un nombre important d'étude chez l'animal, les connaissances sur le lien 
entre l'activité et l'expression de 'SCDl dans le TA et le syndrome métabolique sont 
encore limitées chez l'humain. 
1.9.2 Apport des modèles animaux totalement déficients en SCDl 
Les travaux sur les modèles animaux ont identifié SCD 1 comme une cible 
thérapeutique prometteuse dans la lutte contre l'obésité et le syndrome métabolique 
associé. Chez le rat, l'indice de delta-9-désaturation est fortement associé à l'obésité 
(Jeyakumar, Lopamudra et al. 2009) et diminue dans les modèles de rats résistants à 
l'obésité (Soulage, Zarrouki et al. 2008). De plus, l'inhibition de SCDl augmente la 
sensibilité à l'insuline chez les rats insulino-résistants (Issandou, Bouillot et al. 2009). 
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Chez la souris, le modèle ob/ob présente une augmentation très importante du niveau 
d'expression de SCOI (Cohen, Miyazaki et al. 2002). A l'inverse, les souris invalidées 
pour SCOl ou naturellement déficientes en SCOI, ont une forte diminution de la LON, 
une augmentation de l'oxydation des AG, une augmentation de la sensibilité à l'insuline, 
accompagnée d'une forte réduction de leur adiposité. Ces souris deviennent aussi 
résistantes à une diète induisant l'obésité (DIO) (que celle-ci soit riche en sucres ou en 
gras) et à la stéatose hépatique (Ntambi, Miyazaki et al. 2002). Le même constat est 
réalisé sur des souris où l'expression de SCOl est inhibée par injections 
d'oligonucléotides antisens (ASO-SCOl) (Jiang, Li et al. 2005). Oe plus, l'invalidation de 
SCOl sur des souris ob/ob corrige le phénotype obèse en réduisant le niveau d'adiposité 
(Cohen, Miyazaki et al. 2002) et sur des souris lipodystrophiques et hypoleptinémiques, 
elle provoque la quasi disparition du TA (Asilmaz, Cohen et al. 2004). 
Cependant, sur un fond génétique ob/ob, bien que l'invalidation de SCOl réduise 
l'obésité, celle-ci renforce la résistance à l'insuline du fait d'un effet délétère sur la 
production d'insuline au niveau pancréatique (Busch, Gurisik et al. 2005; Flowers, 
Rabaglia et al. 2007). Oe plus, bien que l'inhibition de SCDl prévienne l'obésité et la 
résistance à l'insuline, celle-ci renforce le risque d'athérosclérose dans des souris 
hyperlipidémiques et suj'ettes à l'athérosclérose (i.e déficientes en LDLr et exprimant 
seulement l'ApoBlOO) (Brown, Chung et al. 2008). Cet effet indésirable de l'inhibition de 
SCOI sur l'athérosclérose peut être quelque peu diminué par une supplémentation en 
AGPI dans la diète des souris (Brown, Chung et al. 20 10). 
Ainsi, les modèles animaux suggèrent un rôle essentiel de la delta-9-desaturation 
et de SCOl dans l'adiposité. Ces études permettent aussi d'émettre des réserves quant à 
l'inhibition globale de SCO!. En effet, l'inhibition globale de SCOl provoque un 
dysfonctionnement du pancréas et la delta-9-désaturation protège les cellules 
pancréatiques de l'accumulation d'AGS potentiellement cytotoxiques (Busch, Gurisik et 
al. 2005). Oe plus, l'augmentation du niveau d'AGS en circulation renforce le risque 
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d'athérosclérose et d'autres maladies cardiovasculaires (Brown, Chung et al. 2010). 
Ceci justifie l'entreprise d'études plus poussées dans la compréhension du rôle de la 
désaturation spécifiquement au niveau de chaque organe et son association avec le 
syndrome métabolique. 
1.9.3 Effet de la délétion de SeD! dans différents organes sur l'adiposité 
1.9.3.1 Invalidation de SCOI au niveau de la peau 
Les souris déficientes en SCO 1 au niveau de la peau sont toujours capables 
d'accumuler des AG au niveau du TA. Cependant, elles présentent une adiposité plus 
faible suite à une DIO. Cette résistance est principalement due à une forte augmentation 
des dépenses énergétiques notamment de la thermogénèse comme en témoigne une 
augmentation de l'expression d'UCPI (Uncoupling Protein 1) au niveau du TA blanc 
(Sampath, Flowers et al. 2009), déjà observée sur le modèle totalement déficient en SCOI 
(Lee, Oobrzyn et al. 2004). 
1.9.3.2 Invalidation de SCOI au niveau hépatique 
Sur les souris ob/ob, à la différence de l'invalidation globale du gène SCOI 
(Cohen, Miyazaki et al. 2002), aucun changement significatif de poids ne se produit 
lorsque SCDl est inhibée par ARN interférence au niveau hépatique (Xu, Wilcox et al. 
2007). De même, à la différence des souris globalement invalidées pour SCOI (Ntambi, 
Miyazaki et al. 2002), les souris déficientes en SC01 au niveau du foie, sous un régime 
alimentaire standard, ne diffèrent pas des souris contrôle au niveau de la prise alimentaire, 
de la prise de poids et de l'adiposité. Cependant, elles sont résistantes à une DIO riche en 
sucres, mais seulement à court terme suggérant que les tissus périphériques comme le TA, 
peuvent à long terme compenser la diminution de la LON au niveau hépatique (Miyazaki, 
Flowers et al. 2007). Une forte stimulation de la LON adipocytaire est d'ailleurs observée 
chez l'homme soumis à un régime alimentaire riche en sucres (Aarsland, Chinkes et al. 
59 
1997). Notons aussi que les souris déficientes en SCD1 au niveau du foie ne sont pas 
résistantes à une DIO riche enAGS (Miyazaki, Flowers et al. 2007). 
1.9.4 Rôle de SeDt au niveau du tissu adipeux (TA) 
1.9.4.1 Association entre SCD1 et l'obésité chez l'homme 
Chez l'humain, des études rapportent que des polymorphismes au niveau du gène 
SCD1 sont associés à l'obésité (BMI élevé et obésité viscérale) ainsi qu'à la sensibilité à 
l'insuline (Warensjo, Ingelsson et al. 2007). L'activité de SCD1 pourrait aussi être 
associée au génotype de différent groupe ethnique (Merino, Ma et al. 2010). La 
composition en AG du TA semble refléter le régime alimentaire de l'individu et du moins 
en partie l'activité de SCD1 (Hodson, Skeaff et al. 2008). En effet, la lipogenèse est 
constamment active dans le TA (Diraison, Yankah et al. 2003) et de façon intéressante, le 
niveau de désaturation des AG non estérifiés (AGNE) en circulation est fortement associé 
à l'expression de SCD1 au niveau du TA. Ceci montre un rôle important de SCD1 chez 
l'homme dans le TA (Warensjo, Rosell et al. 2009). Notons que l'évaluation de l'indice 
de désaturation directement au niveau du TA reste le meilleur moyen d'obtenir une bonne 
estimation du niveau d'activité et d'expression de SCD1 dans ce tissu (Sjogren, Sierra­
Johnson et al. 2008). 
1.9.4.2 SCD1 un facteur clé de la différenciation adipocytaire 
Chez la souris, la déficience en mSCD 1 au niveau du TA ne semble pas protéger 
de l'obésité lors d'un régime riche en AGS (Flowers, Strable et al. 2010). Notons que la 
souris (et le rat) exprime aussi SCD2 au niveau du TA. Bien que l'expression de mSCD2 
varie très peu (3 fois) comparativement à mSCD1 (100 fois) lors de la différenciation des 
cellules 3T3-L1 en adipocytes (Kim, Gomez et al. 2000), cette isoforrne est indispensable 
à la différenciation adipocytaire (Christianson, Nicoloro et al. 2008). De plus, l'expression 
de mSCD2 est très fortement augmentée (44 fois) comparativement à l'augmentation de 
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mSCD1 (1,25 fois) au niveauadipocytaire lors d'un régime riche en AGS (Christianson, 
Nicoloro et al. 2008). Ainsi, chez les souris invalidée pour SCD 1 au niveau du TA 
soumise à une DIO riche en AGS (Flowers, Strable et al. 2010), mSCD2 permettrait le 
bon déroulement de la différenciation adipocytaire et pourrait compenser l'absence de 
mSCD 1 expliquant le phénotype obèse observé (Christianson, Nicoloro et al. 2008; 
Flowers, Strable et al. 2010). 
L 'humain, à la différence de la souris et du rat, ne présente qu'une seule isoforme 
hSCD1 au niveau du TA. L'inhibition de hSCD1 dans des cultures primaires d'adipocytes 
humains, tout comme l'inhibition de mSCD2 dans les 3T3-L1, a peu d'effet sur le niveau 
d'ARNm de PPAR-y, un facteur de transcription important dans la différenciation 
adipocytaire. En revanche, cette inhibition semble diminuer l'activité de .PPAR-y et 
provoque chez l'humain, la diminution de l'expression de ses gènes cibles, notamment de 
la lipin ou de l'AGPAT2 (Christianson, Nicoloro et al. 2008; Yao-Borengasser, Rassouli 
et al. 2008). Ces gènes, nous le verrons dans la partie suivante, sont impliqués la 
formations des GL. Chez l'homme, l'unique isoforme hSCD l, accomplirait les fonctions 
équivalentes de mSCD2 et mSCD1 chez la souris. Le rôle de hSCD1 est donc très 
important dans la différenciation adipocytaire. 
1.9.4.3 SCD1 un facteur essentiel de l'adiposité et de la formation des GL 
La mutation d'AGPAT2 (BSCLl) ou de la seipin (BSCL2) cause une déficience 
dans la formation des adipocytes et provoque des lipodistrophies congénitales (Magre, 
Delepine et al. 2001; Agarwal, Arioglu et al. 2002). Au niveau du TA humain, 
l'expression de SCD1 est fortement associée à celle de AGPAT2 et l'inhibition de SCD1 
diminue fortement le niveau d'AGPAT2 (Yao-Borengasser, Rassouli et al. 2008). De plus, 
l'inhibition de BSCL2 provoque une diminution de la formation des GL associée à une 
diminution de la delta-9-désaturation (Boutet, El Mourabit et al. 2009). Enfin, SCO 1 
colocalise avec DGAT2 l'enzyme limitante de la synthèse des TG. Ces deux enzymes 
61 
sont localisées à la fois au niveau du RE mais aussi de la membrane associée aux 
mitochondries (Man, Miyazaki et al. 2006; Stone, Levin et al. 2009). Ces deux organelles 
sont les principaux protagonistes impliqués dans le chargement des GL en TG (Cheng, 
Fujita et al. 2009). 
En conclusion, ces études montrent que l'expression de SCOl est positivement 
associée avec l'obésité. Elles suggèrent très fortement que le processus de delta-9­
désaturation est indispensable à la fonnation et à l'expansion du TA. 
1.9.5 Effet protecteur de SeDt au niveau du TA se chez l'homme 
La lipogenèse, incluant l'expression et l'activité de SCOl, ne semble pas 
parallèlement régulée au niveau hépatique et adipocytaire. En effet, une étude récente 
chez 1'homme suggère que la lipogenèse hépatique peut diminuer, tandis que le TA 
s'étend (Roberts, Hodson et al. 2009). De plus, des travaux chez la souris suggèrent 
fortement que l'activation de la delta-9-desaturation au niveau adipocytaire a un effet 
inhibiteur sur la LON hépatique et globalement sur le syndrome métabolique (Cao, 
Gerhold et al. 2008). 
Les études utilisant les TZO chez les rongeurs ou l'humain révèlent des 
différences d'adaptation de leur métabolisme en réponse à ces traitements. En effet, chez 
la souris les TZO diminuent l'expression de SC01 (Kurebayashi, Hirose et al. 1997) et 
augmentent l'utilisation des AG, i.e la ~-oxydation et la therrnogénèse. Au final, les souris 
perdent du poids et sont plus sensibles à l'insuline (Yamauchi, Waki et al. 2001). En 
revanche sous TZD, les patients humains prennent du poids et l'expression de SCO lest 
stimulée dans le TA SC. Ce phénomène est associé à une augmentation de la sensibilité à 
l'insuline (Riserus, Tan et al. 2005; Kolak, Yki-Jarvinen et al. 2007). Ainsi, 
l'augmentation de l'expression de SC01 et la désaturationassociée, au niveau du TA SC, 
semble protéger l'humain de la résistance à l'insuline. En effet, les AGS comme l'acide 
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palmitique (C16:0) sont les précurseurs de la synthèse de nombreux lipides comme les 
céramides qui sont connus pour augmenter l'insulino-résistance (Schmitz-Peiffer, Craig et 
al. 1999; Blachnio-Zabi6Iska, Pulka et al. 20 Il). 
Notons que les TZD chez la souris (et le rat) diminuent l'expression de mSCDl 
(rSCD1), mais ont tendance à augmenter le niveau d'expression de mSCD2 (rSCD2) 
(Kurebayashi, Hirose et al. 1997; Kim and Ntambi 1999; Kakuma, Lee et al. 2002). Ainsi 
chez la souris, mSCD2 pourrait contribuer à la diminution du niveau d'AGS comme le 
C16:0 qu'elle désature plus efficacement en C16:1 comparativement à mSCDI (Miyazaki, 
Bruggink et al. 2006). Pour supporter cette hypothèse, le C16: 1 en provenance du TA, a 
été montré jouer le rôle de lipokine en influençant positivement la sensibilité à l'insuline 
au niveau systémique (Cao, Gerhold et al. 2008). Notons aussi que, l'invalidation de 
mSCD 1, spécifiquement dans le TA, induit une réduction de la production d' adiponectine 
(insulino-sensibilisatrice) et l'augmentation de la production de TNFa (insulin­
désensibilisatrice) (Hyun, Kim et al. 2010). Ainsi, chez la souris, il semblerait que la 
variation de l'expression des delta-9-désaturases dans le TA, pourrait modifier la 
sensibilité à l'insuline. 
Ces études suggèrent que chez l'humain, l'augmentation de l'expression de SCD1 
au niveau du TA SC (Adams, Montague et al. 1997), serait associée à un effet protecteur 
du syndrome métabolique grâce notamment à la diminution de l'insulino-résistance. De 
son coté, l'accumulation d'AG au niveau du tissu adipeux OM est délétère et favorise 
l'apparition du syndrome métabolique (Tchernof2007). 
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1.10 Problématiques et objectifs 
SCD 1 est exprimée surtout au lllveau du foie et du TA. Son expressIOn est 
fortement stimulée par un régime riche en sucres et en AGS. Elle est sous le contrôle 
hormonal de l'insuline et de la leptine. De plus, SCD 1 est surexprimée lors de désordres 
métaboliques tel que l'obésité. 
Des études in vitro et in vivo ont montré que SCD l est sous le contrôle positif de 
l'insuline. SREBP-lc et NF-Y'sont des facteurs essentiels dans la transcription de SCDl 
au niveau adipocytaire. Le mécanisme régulant la transcription de SCD 1 en réponse à 
l'insuline n'a pas été éclairci au niveau hépatocytaire. 
La leptine régule le métabolisme lipidique et inhibe l'expression de SCDl au 
niveau hépatique par une action soit centrale, soit systémique. Le mécanisme reliant le 
récepteur à la leptine à l'expression de SCDl directement au niveau hépatique n'a pas 
encore été établit. 
Les modèles animaux déficients en SCDl et des études épidémiologiques chez 
l'humain suggèrent un rôle de cette enzyme dans l'adiposité et l'obésité. Les animaux 
déficients en SCDl ont une diminution globale de la lipogenèse et de l'adiposité. Leur 
absence de prise de poids en réponse à une DIO provient de la diminution de la lipogenèse 
hépatique mais aussi de la diminution de leur capacité à stocker des AG au niveau du TA. 
En effet, lorsque SCDl est invalidé au niveau hépatique les animaux sous un régime 
alimentaire standard ne sont pas affectés au niveau de leur adiposité suggérant un rôle 
important de SCDl au niveau du TA. Notons que les effets de l'invalidation de SCDl ne 
peuvent être contrecarrés par un supplément d'AGMI dans leur alimentation indiquant un 
rôle prépondérant de la synthèse de novo des AGMI. 
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Ces travaux contradictoires ou inexistants nous ont conduits à mener notre 
étude concernant la compréhension des mécanismes impliqués dans la régulation de 
SCD l au lllveau hépatique et son rôle au niveau du TA plus particulièrement chez 
l'humain. 
Nous visons donc à préciser le mécanisme de régulation de l'expression de SCDI 
au niveau hépatique en réponse à l'insuline et à la leptine. Notre premier objectif était de 
déterminer les protéines kinases et les facteurs de transcription impliqués dans l'effet de 
l'insuline sur la transcription du gène SCD 1. 
Dans un deuxième temps, nous avons déterminé et caractérisé la VOle de 
signalisation permettant à la leptine de diminuer le niveau d'expression de SCDl. Une 
partie de ce travail s'est aussi intéressée aux effets combinés des deux hormones. 
Concrètement, nous avons étudié, sur des hépatocytes en culture mis en présence 
d'insuline et/ou de leptine, le niveau de transcription, d'ARNm et de protéine SCDl en 
réponse à l'inhibition de différentes protéines kinases impliquées dans la transduction du 
signal de ces hormones. 
Notre troisième étude analyse le processus de désaturation et le lllveau 
d'expression de SCDl en relation avec le degré d'expansion du TA (SC et OM) chez la 
femme. Il s'agissait ici, au niveau du TA de patientes atteintes ou non d'obésité viscérale 
mais non insulino-résistantes, d'établir un profil lipidique, de mesurer le niveau 
d'expression de SCDl et de regarder leur association avec l'augm~ntation de l'adiposité 
des différents dépôts de TA. 
NOTE: Dans un souci d'économie et de clarté, les références de chacun des chapitres et de 
l'annexe apparaissent seulement dans la section des références globales à la fin de la thèse. 
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Avant propos 
L'objectif de ce chapitre est la compréhension du mécanisme d'action de 
l'insuline sur l'expression de SCD 1 au niveau hépatique. De nombreux travaux ont 
montré que l'insuline stimule l'expression de SCD 1 au niveau transcriptionnel mais 
la voie de signalisation impliquée n'a pas été mise en évidence. 
Dans des cellules hépatiques, nous avons étudié l'incidence d'une stimulation 
à l'insuline sur la transcription, le niveau d'ARNm et de protéine SCD 1. Nous nous 
sommes plus particulièrement intéressés à l'identification des kinases ainsi que des 
facteurs de transcription impliqués en aval du récepteur à l'insuline. Nous avons aussi 
délimité les régions impliquées dans la régulation par l'insuline au niveau du 
promoteur de SCD 1. 
Ces travaux ont été réalisés sur des hépatocytes d'embryon de poulets et des 
cellules HepG2. Le fait que la lipogenèse de novo soit essentiellement hépatique chez 
le poulet et que la signalisation de l'insuline soit similaire à l'homme fait du poulet 
un très bon modèle d'étude. Ces cellules primaires sont faciles à manipuler et ont déjà 
été utilisées pour caractériser la régulation d'autres gènes du métabolisme des lipides. 
J'ai été impliqué dans toutes les facettes de ces travaux. Gabriel Rocque et 
moi même avons participé aux expériences qui ont pennis l'élaboration des figures 
2.1, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6 et 2.7. L'essai PI3K de la figure 2.3 a été réalisé par Gabriel 
Rocque grâce à l'aide précieuse de Victor Dumas de l'équipe du Dr. Barry Posner 
(Université McGill). Pomme Boissier a participé à l'évaluation du niveau d'ARNm 
de la figure 2.5. Omar Arfa et Anne Radenne ont effectué les expériences de retard 
sur gel de la figure 2.2. J'ai participé avec Gabriel Rocque et le Dre. Catherine 
Mounier à l'élaboration des figures, l'analyse des résultats et à la rédaction du 
manuscrit. 
Note: Dans ce présent chapitre, lorsque nous parlerons de mTor, nous ferons 
référence à mTORC1. 
67 
2.1 Résumé 
La stéaroyl-CoA désaturase l (SCD 1) catalyse la synthèse des AGMI. Cette 
enzyme joue un rôle clef dans la régulation de la lipogenèse et de l'oxydation des 
lipides au niveau hépatique. SCD l constitue donc une cible thérapeutique potentielle 
dans le traitement de l'obésité et du syndrome métabolique associé. Sa régulation est 
principalement transcriptionnelle. Dans cette présente étude, nous avons caractérisé 
au niveau hépatique les éléments de réponse à l'insuline (IREs) ainsi que la voie de 
signalisation impliquée dans cette régulation. Sur des cellules hépatiques d'embryon 
de poulet (CEH) et sur les cellules humaines HepG2, l'insuline stimule l'expression 
de SCDl d'un facteur 2.5. Cette activation se fait via l'intennédiaire de deux IREs 
situés sur le promoteur aviaire. L'un est localisé entre les bases -1975 et -1610 et 
l'autre entre les bases -372 et -297. Ce dernier pennet la fixation des facteurs de 
transcription NF-Y et SREBP-l en réponse à l'insuline. Nous avons aussi démontré 
que la stimulation de l'express ion de SCD 1 par l'insuline est abolie lorsque nos 
modèles cellulaires sont prétraités avec des inhibiteurs spécifiques de PB-kinase 
(LY294002) et de mTor (Rapamycine). La sur-expression d'un dominant négatif de 
PB-kinase démontre aussi le même effet. En résumé, l'insuline via une voie de 
signalisation impliquant PI3-kinase et mTor active l'expression de SCD l dans le foie 
en impliquant en aval les facteurs de transcription SREBP-l et NF-Y. 
Phrase résumée: L'insuline régule l'expression de SCDl via deux IREs. L'IRE 
proximal, localisé entre les bases -372 et -297, pennet l'attachement des facteurs de 
transcription NF-Y et SREBP-l en réponse à l'insuline. La voie PB-kinase et mTor 
médie l'action de l'insuline sur les deux IREs. 
Mots clés: SCD1, transcription, insuline, mTor, NF-Y, SREBP-l. 
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2.2 Abstract 
The stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD 1) catalyzes the synthesis of 
monounsaturated fatty acids.This enzyme is a critical control point regulating hepatic 
lipogenesis and 1ipid oxidation. Therefore SCD 1 may be a potential therapeutic target 
in the treatment of obesity and metabolic syndrome. Regulation of SCD 1 expression 
occurs primarily at the level of transcription. In the present study, we characterized 
the insulin response elements (IREs) and the insulin signaling pathway mediating the 
regulation of SCD 1 gene transcription in liver. In chicken embryo hepatocytes (CEH) 
and HepG2 ceUs, insulin stimulates SCD1 promoter activity by 2.5 folds. This 
activation is mediated by two different IREs on the chicken promoter, one localized 
between -1975 and -1610 bp and one between -372 and -297 bp. The latest binds both 
NF-Y and SREBP-1 transcription factors in response to insulin. We also 
demonstrated that insulin induction of SCD1 gene expression and promoter activity is 
abolished by pre-incubation of cel1s with specifie inhibitors of both PB-kinase 
(LY294002) and mTor (Rapamycin) or by over-expression of a dominant negative 
mutant of PB-kinase. The PB-Kinase and mTor pathway mediates the insulin 
response on both IREs. In summary, insulin activates SCD 1 gene expression in liver 
via a signaling pathway that involves PB-kinase and mTor and the downstream 
transcription factors NF-Y and SREBP-l. 
Sentence summary: Insulin regulates SCD1 gene expression via two different IREs. 
The most 3' IRE is localized between -372 and -297 bp and binds the NF-Y and 
SREBP-1 transcription factors in response to insulin. PB-kinase and mTor mediate 
the action of insulin on both IREs. 
Key words: SCD1, transcription, insulin, mTor, NF-Y, SREBP-l. 
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2.3 Introduction 
The stearoyl CoA Oesaturase (SC01) (EC 1.14.99.5) is a key enzyme 
involved in the synthesis of monounsaturated fatty acids. It catalyzes the introduction 
of a cis double bound in /19 position of de novo synthesized fatty acids mainly from 
palmitoyl- and stearoyl-CoA (Enoch, Catala et al. 1976; Kasturi and Joshi 1982). Its 
regulation is of physiological importance because changes in the enzyme activity will 
lead to changes in cell membrane fluidity leading to various metabolic diseases such 
as obesity and cancers (Ntambi 1995). 
In liver, under standard diet, SC01 mRNA is weakly expressed while fat-free 
high carbohydrate diet dramatically increased it (Thiede and Strittmatter 1985; 
Kaestner, Ntambi et al. 1989; Mihara 1990; Ntambi 1995). This regulation is mainly 
attributed to a modulation of gene transcription (Ntambi 1992). It was demonstrated 
that in human (Bene, Lasky et al. 2001; Zhang, Ge et al. 2001), chicken (Lefevre, 
Tripon et al. 200 l) and rodent (Enser 1979; Legrand and Bensadoun 1991; Ntambi 
1999), SeOl genes are under the positive control of insulin. The effect of insulin on 
SC01 appears to be largely mediated by SREBP-1c (Shimomura, Shimano et al. 
1998) however a direct binding of SREBP-1 on the SCO 1 promoter has never been 
c1early associated to an insulin response (Waters, Miller et al. 1997; Tabor, Kim et al. 
1998; Tabor, Kim et al. 1999). In chicken LMH hepatoma ceUs, it was showed that 
insulin stimulates SCO 1 gene expression through an Insulin Response Element (IRE) 
localized in the first 372 bp of the chicken promoter (Lefevre, Tripon et al. 2001). 
Insulin controls gene transcription by modifying the binding of transcription 
factors on IREs or by regulating their transcriptional activities (Mounier and Posner 
2006). Several IREs have been defined through which insulin up-regulates gene 
transcription. Among them, the sterol response element binds the transcription factors 
70 
of the SREBP family, particularly SREBP-lc (Eberle, Hegarty et al. 2004). A binding 
of activator protein 1 (AP-l) has also been identified in the promoter regions of 
several genes up-regulated by insulin. A large number of insulin responsive genes 
also harbour a new type of IRE containing GC-rich regions which binds the 
ubiquitous transcription factor Sp 1 (Samson and Wong 2002). 
The binding of insulin to the in,sulin receptor tyrosine kinase (IRK) is 
followed by IRK autophosphorylation, activation, and the phosphorylation of IRSs on 
tyrosine residues. These phospho-tyrosine motifs bind adaptor proteins, such as the 
p85 regulatory subunit of PB-kinase. (Alessi and Downes 1998; Yenush, Zanella et 
al. 1998). Observations indicate that the activation of PB-kinase is a major route 
through which insulin modulates gene transcription (Sutherland, O'Brien et al. 1995; 
Band and Posner 1997; Dickens, Svitek et al. 1998; Sutherland, Waltner-Law et al. 
1998). Several pathways have been implicated downstream of PB-kinase such as the 
activation of Akt (Agati, Yeagley et al. 1998; Liao, Barthel et al. 1998; Schmoll, 
Walker et al. 2000) which directly phosphorylates the transcription factors Foxo-l, 
HNF-3~ and CREB (Ogg, Paradis et al. 1997; Brunet, Bonni et al. 1999; Chakravarty, 
Hanson et al. 2005). We and others have also clearly identified a role for mTor, 
downstream of PB-kinase, in mediating insulin effect on IGFBP-l gene transcription 
(Band and Posner 1997; Patel, Lochhead et al. 2002; Mounier, Dumas et al. 2006). 
Independently of PB-kinase, insulin can also mediates its effect on gene expression 
through the activation of the MAPK pathway (Keeton, Bortoff et al. 2003; Ayala, 
Boustead et al. 2004; Kotzka, Lehr et al. 2004; Nadeau, Leitner et al. 2004). 
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In the present study we showed, that in chick embryo hepatocytes in culture 
(CEH) and in HepG2 cells, insulin up-regulates SCD 1 gene expression. The insulin 
action was mediated by two different IREs on the chicken promoter, one localized 
between -1975 and -1610 bp upstream of the CAP si te and one between -372 hp and ­
297 bp. The most 3' element recruited the NF-Y and SREBP-l transcription factors 
in response to insulin. In addition, we demonstrated that upon insulin treatment of 
both CEH and HepG2 cells a PD-kinase and mTor dependent pathway was activated 
mediating the insulin effect on chicken and human SCD 1 promoters. Finally, we 
showed that this insulin-activated pathway targets the two different IREs on the 
chicken SCD 1 promoter. 
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2.4 Material and methods 
2.4.1 Materials 
Leghorn chickens were obtained from Couvoir Simentin (Mirabel, Canada). 
LY294002 and Rapamycin were from Calbiochem (EMD Biosciences, San Diego, 
CA). The GAPDH, Akt, anti-phospho-Akt (ser273), p70-S6kinase and anti-phospho­
p70S6-kinase (Thr 389) antibodies were from Cell Signaling Technology, Ine. 
(Danvers, MA). The Tyr(P) (PY99), SREBP-l and NF-Y antibodies were purchased 
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The PD-kinase p85 and IRS 1 
antibodies were from Upstate Biotechnology, Inc. (Lake Placid, NY). The rat SCD l 
antibody was a generous gift of Dr. J. Ozols (Farrnington, CT). Protein A-Sepharose 
was from Amersham Biosciences Inc. (Baie d'Urfé, Canada). The collagenase H and 
the Fugene-HD reagent were purchased from Roche Diagnostics (Laval, Canada). 
The Waymouth medium MD 70511, MEM and the porcine insulin were obtained 
from Sigma. Lipofectin reagent was from Invitrogen Canada Inc. (Burlington, 
Canada). The 6 wells-cell+ culture plates were purchased from Sarstedt (St. Laurent, 
Canada) and luciferase reagent from Promega (Madison WI). ATP was purchased 
from PerkinElmer Life Sciences (Wellesley, MA). The human SCDl promoter 
construct was kindly provided by Ors S.M. Prouty and W. Samuels (NIH, Bethesda, 
MD). Most other reagents and chemicals were obtained from Sigma and were of the 
highest grade available. 
2.4.2 Plasmid constructions 
The SCDl-l to the SCDl-6 DNA constructs were a generous gift of Dr. C. 
Diot (Lefevre, Tripon et al. 2001). pGL2-Basic Vector and pGL2-Promoter Vector 
were used as negative and positive controls respectively (Promega, Ontario, Canada). 
The SCDI-7 promoter construct was generated by deleting a 75 bp fragment (-372 to 
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-297 bp) from the SCD 1-6 plasmid using the NruI and SmaI restriction enzymes 
(New England Biolabs, Ipswich, MA). The RSV ~-galactosidase plasmid (pRSV­
~Gal) was used to evaluate transfection efficiency (Baillie, Klautky et al. 1993). The 
dominant negative PB-kinase construct (~p85) contains a cDNA encoding the p85 
regulatory subunit, whose p110 binding region was deleted (Kong, Mounier et al. 
2000). The 2156 bp of the avian SC01 promoter sequence was published in Genbank 
under the number OQ645535. 
2.4.3 Cell culture and transfection procedure 
Chick embryo hepatocytes (CEH) were isolated from livers of 19-day-old 
chick embryos (Goodridge 1973) (protocol # 500 approved by the University animal 
care comity). 2.5 x 106 cells were plated in 6-wells-cell+ culture plates and cultured at 
40°C under 5% CO2 in serum-free Waymouth medium MD 70511 containing 
streptomycin (l00 flg/ml) and penicillin G (60 flg/ml). After 6hOO, cel1s were 
transfected with either 1.5 flg of the SCO 1-1 construct or 1.5 flg of the constructs 
containing the different SCD1 5" deletions and 0.5 flg of pRSV-~Ga1 (Baillie, 
Klautky et al. 1993). Briefly, cells were incubated with the DNAJLipofectine mixture 
.	 for 16 to 24h. Thereafter, the medium was replaced with fresh medium with or 
without addition of 100 nM insulin and the incubation was continued for an 
additional 24h. For the experiences implicating the use of kinases inhibitors, CEH 
were stimulated 24h with 100 nM insulin after 30min of preincubation with either 
vehic1e (DMSO 0,5%), 50 !-lM LY294002 or 200 nM Rapamycin. The HepG2 cells 
were used to test the activity of the human SCD 1 promoter. Cells were cultured in 
MEM media containing 4 mM glutamine and transfected with DNA constructs using 
Fugene HD (Roche Diagnostics) as previously described (Fillion-FortéanCl Mounier 
2007). HepG2 cells were also used to over-express the dominant negative p85. Cells 
were transfected with 1.5 f.lg of the ~p85 construct and in presence or not of either 1.5 
flg of the SCD 1-1 construct or the pBluescript vector (Kong, Mounier et al. 2000). 
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After 24h, the medium was changed to a medium containing 100 nM of insulin for an
 
additional24hOO.
 
Effects of kinases inhibitors on CEH viability were evaluated by flow-cytometry with
 
PI staining using FACScan (Sakurai, Mitsuhashi et al. 1999).
 
2.4.4 Analysis of cell extract 
CEH and HepG2 cells were .lysed at room temperature in 500 ~d of CAT 
Elisa lysis buffer (Roche Diagnostics, Laval, Canad.l) and protein concentration 
(Bradford 1976), luciferase (de Wet1987) and ~-galactosidase (Sambrook 2000) 
activities were measured by the indicated methods. The results were expressed as 
luciferase activity per milligram of soluble protein and then normalized for 
transfection efficiency using the ~-galactosidase activity. Transcriptional rates were 
expressed as a percentage of the standardized activity measured in the untreated cells. 
2.4.5 Gel Electrophoretic Mobility Shift Assay 
Nuclear extracts were prepared from HepG2 cells incubated for 24 h with 100 
nM insulin (Andrews and Faller 1991). Double-stranded oligonucleotides were 
labelled with [y_32p] ATP usingthe T4 polynucleotide kinase. 6 flg of nuclear 
proteins were mixed with 12 fll of binding buffer containing 20,000 cpm of 32p_ 
labeled probe, 2 flg of poly(dI-dC), 0.01 % Nonidet PAO, 0.8 flg of bovine serum 
albumin, 5% (v/v) glycerol, and 5 flg of salmon sperm DNA. The reaction was 
incubated for 15 min at room temperature. Competition experiments were performed 
using a mo1ar excess of unlabelled wild-type oligonucleotide. The sequence of the 
mutated probe 1 and probe 2 were respectively: 
GCGAACCATCACAGACGGCAGCTTCGAGGCAGG; 
TCCCGCAGTTCGACGGCTCG. Antibody experiments used the same incubation 
conditions except that 2.fll of either SREBP-l or NF-y antibodies (2 flg) were 
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incubated with the reaction mixture for an additional 15 min at room temperature. The 
reaction mixtures were then subjected to electrophoresis on a 6% polyacrylamide gel 
at 150 V in 25 mM Tris-Hel, 0.19 M glycine, 1 mM EDTA. Gels were dried and 
visualised by autoradiography using the phospho-imager system (Molecular imager 
FX, Biorad, Mississauga, Canada). 
2.4.6 Western blot analysis 
After treatment with the test agents for the time and the concentration 
indicated in the figure legends, CEH or HepG2 cells were rinsed twice with ice-cold 
phosphate-buffered saline (pH 7.4) and solubilized with lysis buffer (50 mM Hepes, 
pH 7.5, 150mM NaCl, 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 
1.5 mM MgCb, 1 mM EGTA, 200 ~M sodium orthovanadate, 1 mM 
phenylmethy1sulfonyl fluoride, 10 ~g/m1leupeptin, 10 flg/ml aprotinin, 10% glycerol, 
and 1% Triton X-100). Celllysates were c1arified by centrifugation at 10,000 x g for 
20 min at 4 oC, and protein concentrations in the resulting supernatants were 
determined using the BioRad protein assay (BioRad, Mississauga, Canada). 20 /-tg of 
proteins from cell lysates were rriixed with 4 ~l of 3x Laemmli sample buffer (2% 
SDS, 2% ~-mercaptoethanol, 10% v/v glycerol and 50 mg/l bromophenol blue in 0.1 
M Tris-Hel buffer, pH 6.8), heated at 100°C for 5 min, subjected to SDS-PAGE and 
then transferred to Immobilon-P membranes for immunoblotting. Membranes were 
incubated for 1h in blocking buffer (lX TBS, 0,1 % Tween-20: TBST) containing 5% 
BSA and then overnight in the same buffer with addition of antibodies raised against, 
SCD1 (116000), GAPDH (1/2500), PB-kinase p85 (1/4000), Akt (1/2000), phospho­
Akt (112000), p70-S6kinase (l/1 000), phospho-p70-S6kinase (111000) or IRS-1 
(1/2000). After three successive washes in IX TBST, membranes were incubated for 
1h at room temperature in IX TBS in presence of an anti Rabbit IgG binds to the 
horseradish peroxidase (1/2000). Signais were revealed using the EeL plus Western 
blotting detection reagent according to the manufacturer instructions (GE Healthcare, 
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Baie d'Urfé, Canada). The appropriate bands were quantified using the phospho­
imager system (Molecular imager FX, Biorad, Mississauga, Canada). 
2.4.7 PB-kinase Activity Assay 
Lysates (300 flg of protein) from insulin-treated (l00 nM insulin for 5 min) or 
non-treated HepG2 ceUs over-expressing or not the dominant negative p85, were 
immunoprecipitated in the presence of protein A-Sepharose, using a specifie an anti­
phosphotyrosine antibody. Immunoprecipitates viere extensively washed, and the 
protein A-SepharosepeUets were resuspended in 50 fll of kinase assay buffer (20 mM 
Tris-HCl, pH 7.5,100 mM NaC1, 0.5 mM EGTA) containing 0.5 mg/ml L- c:.­
phosphatidylinositol (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AL) and assayed for PI3­
kinase activity as described previously (Band and Posner 1997). 
2.4.8 RNA analysis 
Total RNA was extracted from CEH as previously described (Chomczynski 
and Sacchi 1987), UV-quantified and diluted in 15fll of DEPC-treated water at a 
concentration of 1!J.ghd. Reverse transcription (RT) was perforrned using the 
Omniscript enzyme kit of Qiagen (Montreal, Canada) and Oligo-dT (Roche 
Diagnostics, Laval, Canada) for 1h at 37°C with an inactivation step at 93°C during 5 
min. qPCRs were perforrned using the QuantiTect SYBR Green PCR Kit from 
Qiagen (Montreal, Canada) and the LightCyc1er device (Roche Diagnostics, Laval, 
Canada). The reactions were realized with 10% of the cDNA and 0.5!J.M of both 
forward and reverse specifies primers for 50 cycles to ensure exponential 
amplification phase. The HPRT-1 gene was used as reference. The relative 
quantification was then perforrned using the RelQuant software (Roche Diagnostics, 
Laval, Canada). For the SCD 1 gene, primers were defined on avian sequences: 
GCCTTCCAGAATGACATCTATG (sense) and AAATCACTCAGGTCCAGCTTC 
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(antisense) and for the HPRTl gene primers were defined on human sequences: 
ATGACCTCTCAACCTTGACTGG (sense) and GGCCACTTTCACCATCTTTG 
(antisense). 
2.4.9 Statistical analysis 
Data is given as a mean with ± standard error (SD) of the mean. Statistical 
analysis was performed by analysis of variance followed by Student's test for 
multiple comparisons and the significance was defined by P < 0.05. 
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2.5 Results 
2.5.1 Insulin stimulates the avian SCDl promoter activity in chick embryo 
hepatocytes (CEH). 
Previous studies have demonstrated that insu1in stimu1ates SCD 1 gene 
expression in various species. However, the mo1ecu1ar mechanism underlying insu1in 
action remains to be delineated. In the present study, we have used the chick embryo 
hepatocytes transfected with the avian promoter to characterize this response. The 
choice of this mode1 was justified by the fact that in birds 1ike in human, lipogenesis 
is mainly hepatic. In addition this primary cell culture mode1 has been extensive1y 
used to study lipogenic gene expression and was therefore well characterized 
(HiUgartner, Salati et al. 1995). As described under "Materia1 and Methods", cells 
were transiently transfected with luciferase promoter constructs (SCD 1-1 to SCD 1-6, 
Fig. 2.1A) containing different 5' flanking regions of the chicken SCD1 gene 
promoter (Lefevre, Tripon et al. 2001). AU the constructs presented a high level of 
luciferase activity compared to the SV40 promoter (Fig. 2.1A C). When the fragment 
localized between -1975 and -1610 bp was deleted, a significant decrease in the basal 
SCD 1 promoter activity was observed suggesting the presence of a positive 
transcriptional element in this region. 
We subsequent1y evaluated the effect of insulin on the SCD 1 promoter 
activity. As shown in Fig.2.1A, insulin increased SCD1-1 luciferase activity byabout 
2.5 folds. However, insu1in activated SCD 1 mRNA and protein leve1s by more than 5 
fo1ds (Figs.2.l.B, 2.5.A & 2.5.B). This suggested that additional5' sequences may be 
required to mediate the full insulin action or that insulin acted at a post-transcriptional 
1evel. In order to localize the insulin response element(s) (IREs), we subsequently 
tested the effect ofinsu1in on various 5' deletions. Deletion of the -1975 and -1610 
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fragment decreased the effect of insulin to 1.5 fold. A similar level of activation is 
measured when cells were transfected with all the other SCD1 constructs (viz. SCD1­
3 to SCD 1-6). These experiments suggested that at least two different IREs mediate 
the action of insulin on the SCD1 promoter, one element localized between -1975 and 
-1610 bp and a second in the first 372 bp of the avian promoter. 
2.5.2 Characterization of the most 3' IRE 
We next focused on the IRE localized on the SCDl-6 construct. This 372-bp 
fragment contains several consensus binding sites for transcription factors required 
for insulin-mediated activation of transcription in other genes (Fig.2.2.A) (Mounier 
and Posner 2006). To demonstrate DNA-binding of nuclear factor(s) to the putative 
cis-element(s) previously identified, EMSA experiments were conducted using 32p_ 
1abeled double-stranded oligonudeotides corresponding to different parts of the 372 
bp sequence (probes 1 to 4, Fig.2. 2A). When radiolabeled probes were incubated 
with nuclear extracts prepared from insulin-stimulated HepG2 cells, DNA-protein 
complexes were observed only with the probes 1 and 2 (Fig.2.2.B). The specificity of 
DNA binding on probes 1 and 2 was confirmed by competition with increasing 
concentration of non-radioactive probes. Finally, we performed EMSA with mutated 
probes 1 and 2 and have showed that the DNA binding of insulin-treated nuclear 
extracts was strongly inhibited (Fig.2.2.C). 
In order to identify the trans-acting factors involved in the insulin-activation 
of SCDl gene expression, supershift EMSA experiments were conducted using 
antibodies raised against the known transcription factors binding to the serum 
response element (SRE) and the NF-Y motifs (SREBP-1 and NF-Y). The retarded 
band observed with probe 1 and insulin-treated nuclear extracts, disappeared in 
presence of either SREBP-1 or NF-Y antibody while with probe 2, the retarded band 
disappeared only in presence of the NF-Y antibody (Fig.2.2.D). This indicated that 
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both SREBP-1 and NF-y transcription factors were recruited on the SCD 1 promoter 
upon insu1in treatment of the cells. 
The functionality of this region was subsequently validated by transfection 
experiments in hepatic cells. Deletion of the SRE like and NF-Y motifs (SCD 1-7, 
Fig.2.3A) totally abolished the insulin effect on the SCD 1 promoter activity (Fig.2. 
3.B). When combined, these data suggested that the -372 to -297 bp fragment of the 
chicken SCD1 promoter contains an IRE that binds SREBP-1 and NF-Y transcription 
factors in response to insulin. 
2.5.3 Role of PI3-kinase and mTor on the insulin-induced SCDl gene 
transcription 
We next characterized the signaling pathway mediating the insulin effect on 
the SCD1 promoter. As described under the "Materials and Methods" section, CEH 
were pre-treated for 30 min with specific inhibitor of either PB-kinase (50 !-lM 
LY294002) or mTor (200 nM rapamycin) and subsequently stimulated for 10 min 
with 100 nM insulin. As shown in Fig.2. 4A, insulin stimulated Akt phosphorylation 
on the serine 473 residue in CEH. This stimulation was abolished by the presence of 
LY290042 while presence of rapamycin had no effect. The effect of rapamycin was 
evaluated by measuring the 1evel of p70-S6kinase phosphorylation on residue Thr389 
in response to insulin. As shown in Fig.2. 4B, insulin stimulated p70-S6kinase 
phosphorylation in CEH while incubation with 200 nM of rapamycin totally 
abolished the insulin effect. Presence of either PB-kinase or mTor inhibitor did not 
affected CEH viability in culture as evaluated by PI staining (Fig.2. 4.C). 
The effects of both inhibitors were subsequently evaluated on the insulin­
induced SCD 1 gene expression. Pre-incubation of CEH with LY294002 totally 
prevented the effect of insulin on SCD1 mRNA expression (Fig.2.S.A) while 
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presence of rapamycin inhibited it by more than 50% (Fig.2.5.B). In order to validate 
our observations at the transcriptional level, the SCO 1-1 construct which contains the 
two IREs and the SCOI-6 construct which contains the most 3' element were 
transfected in CEH. LY294002 and rapamycin also abolished the insulin effect on 
both SCDl-l and SCOI-6 transcriptional activity (Figs.2.5.C & 2.5.0 respectively). 
Taken together, our data suggested that both PB-kinase and mTor mediated the 
insulin action of the SCO 1 gene expression. The total abolition of the insulin effect 
on transcription in presence of one of these inhibitors probably indicated that both 
kinases worked on the same pathway. 
In order to confirm the role of PB-kinase in mediating the effect of insulin on 
SCO1 gene expression, we have co-transfected the SCO 1-1 plasmid with a dominant 
negative (DN) mutant of PB-kinase (L1p85) (Kong, Mounier et al. 2000) in the human 
hepatocarcinoma cellline HepG2. This cell line was used at the place of the CEH in 
order to attain a high level of L1p85 expression. Fig.2.6A shows that in our 
experimental conditions, L1p85 was specifically over-expressed while the levels of 
IRSI and Akt expression, upstream and downstream effectors of PB-kinase 
respectively, were unaffected. Over-expression of the L1p85 strongly inhibited the 
insulin-induced PB-kinase activity (Fig.2.6.B) and Akt phosphorylation on serine 
473 residue (Fig.2.6.C). Co-transfection of the L1p85 construct with the SCOl-l 
plasmid abolished the insulin effect on theSCDl promoter activity (Fig.2.6.D). In 
conclusion, the effects of both LY294002 and L1p85 on the SCOI promoter activity 
confirmed the role of PB-kinase in mediating the insulin action on the regulation of 
SCOI gene expression. 
We next evaluated the role of this insulin-signaling pathway on the human 
SCOI promoter. Therefore, the HepG2 ceUs were transfected with a luciferase 
reporter construct containing about 4kb of the human SCOI promoter (kindly 
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provided by Ors Samuel and Prouty, Bethesda, MO). As demonstrated for the 
chicken promoter, insulin stimulated the human SCOl promoter activity by about 2 
folds (Fig.2.7.A). Comparison (Fig.2.7 .B) between the proximal human and chicken 
promoter sequences revealed the presence of conserved consensus binding sites for 
transcription factors previously identified as mediator of the insulin effect on the 
chicken promoter (Figs.2.2 & 2.3). Presence of both LY20042 and rapamycin also 
abrogated the insulin effect on the human SCO 1 promoter expression. 
In conclusion, our data demonstrated that insulin-activation ofboth PB-kinase 
and mTor were necessary (j.nd sufficient to mediate the action of insu lin on both 
chicken and human SCO l promoters. The abrogation of the insulin effect on SCO 1 
gene transcription in presence of only one of the inhibitor suggested that PB-kinase 
and mTor probably worked on the same signaling pathway. In addition, our data 
suggested that at least 2 different IREs were present on the avian SCO 1 promoter. 
The most 3' IRE localized between -372 and -297 bp bound the SREBP-l and NF-Y 
transcription factors in response to insulin. Finally we also showed that both IREs are 
targeted by the insulin-induced PB-kinase/mTor dependent pathway. 
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2.6 Discussion 
In the present study, we have demonstrated that insulin stimulates SCD 1 gene 
transcription by 2.5 folds in both chick embryo hepatocytes and HepG2 cells (Figs.2. 
l, 2.5 & 2.7). SCD1 gene transcription is stimulated by insulin to a similar level in 
LMH cells (Lefevre, Tripon et al. 2001) and mouse liver (Waters and Ntambi 1994) 
while enzyme activity in cultured avian liver explants is induced by 4 fold (Joshi and 
Aranda 1979). In our study, we showed that in hepatic cells, insulin induced SCD1 
mRNA and protein expressions by more than 5 folds (Figs.2.1B, 2.5A & 2.5B). This 
suggested that additional sequences localized further upstream on the chicken 
promoter was necessary to mediate the full insulin response on SCD1 gene 
expression. It also suggested that insulin acts at a post-transcriptional level. Taken 
together, our data suggested that insulin regulates SCD1 gene expression in liver by 
modulating the level of SCD1 gene transcription but also by influencing the level of 
the mRNA and protein expression by a still unknown mechanism.' 
Using 5' deletions constructs, we delineated two areas that mediate the insulin 
action on the avian SCD1 promoter. One area is localized between -1975 and -1610 
bp (IRE1) and the second element between -372 and -297 bp (IRE2). A previous 
study performed in LMH cells had already suggested the presence of an insulin 
response sequence in the same region (viz. -372/+125) (Lefevre, Tripon et al. 2001). 
Analysis of the avian SCD 1 promoter sequence revealed the presence of several 
consensus binding sites for transcription factors known to mediate the insulin action 
on gene transcription (Mounier and Posner 2006) (Fig.2.8). A consensus binding site 
for USF, known to mediate the positive action of insulin on FAS gene expression 
(Griffin and Sul 2004) has been localized in the most 5' sequences containing the 
lREl. In the same region, a consensus binding site for SREBP-1, also known to 
mediate the positive action of insulin on both Acetyl-CoA carboxylase (Magana, Lin 
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et al. 1997) and FAS genes expressions (Porstmann, Griffiths et al. 2005) has been 
identified. 
We cbaracterized the lRE2 on the chicken promoter. This lRE2 is localized 
between 372 to -297 bp and binds SREBP-1 and NF-Y in response to insu lin. 
Deletion of this DNA region abolished the insulin effect on SCDI promoter activity. 
These transcription factors were previously described as positive mediators of insulin 
action on gene transcription (for review, (Mounier and Posner 2006)). Of great 
interest, the presence of these sites appears to be conserved between the chicken and 
human SCD1 promoters (Fig.2.7.B). 
Using a specifie phannaceutical inhibitor for PB-kinase as weil as a dominant 
negative construct for p85 (Kong, Mounier et al. 2000), we have clearly demonstrated 
that activation of PB-kinase by insulin was necessary and sufficient to mediate the 
honnonal effect on the SCD1 promoter activity (Figs.2.5-2.7). A similar implication 
of PB-kinase in mediating the positive action of insulin was previously described for 
the FAS, SREBP-1 and glucokinase genes (Wang and Sul 1998; Matsumoto, Ogawa 
et al. 2002). In addition, PB-kinase was implicated in the insulin down-regulation of 
gene expression for the PEPCK, G6Pase and IGFBP-1 genes (Sutherland, O'Brien et 
al. 1995; Band and Posner 1997; Dickens, Svitek et al. 1998; Sutherland, Waltner­
Law et al. 1998; Mounier, Dumas et al. 2006). Our observations are in agreement 
with the fact that activation of a PB-kinase dependent pathway is the major route 
through which insulin modulates gene transcription. 
Most of the studies looking at downstream PB-kinase effectors have 
implicated Akt as a key mediator of insulin action on gene transcription. Activation 
of Akt mediates the insu1in effect on PEPCK and G6Pase expression (Agati, Yeagley 
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et al. 1998; Liao, Barthel et al. 1998; Schmoll, Walker et al. 2000) by directly 
phosphorylating the transcription factors Foxo-l, HNF-3~ and CREB (Ogg, Paradis 
et al. 1997; Brunet, Bonni et al. 1999; Chakravarty, Hanson et al. 2005). Akt was also 
implicated in the insulin-induced FAS transcription (Wang and Sul 1998). In our 
study, we did not excluded a role of the Akt kinase in mediating the action of insulin 
on SCD1 gene transcription but we showed .that it probably acte~ upstream of the 
kinase mTor as rapamycin abolished the effect of insulin on SCD1 promoter activity 
(Figs.2.4 & 2.7). 
As mentioned above, our data demonstrated that mTor mediated the insulin 
response on both chicken and human SCD1 gene transcription (Figs.2.5 & 2.7). mTor 
was described as a nutrient sensor pathway and associated, like SCD 1 with the 
development of obesity and severa1 metabolic diseases (for review (Marshall 2006». 
Of great interest, it was previously shown that PB-kinase and mTor mediate the 
effect of PDGF on SCD 1 gene expression infibroblasts with evidences for the 
implication of the transcription factor SREBP-l (Demoulin, Ericsson et al. 2004). In 
addition, growing evidences implicated the mTor kinase in modulating expression of 
several other different genes; We and others have previously demonstrated that 
insulin inhibition of IGFBP-1 gene expression required the activation of the mTor 
kinase in liver (Band and Posner 1997; Patel, Lochhead et al. 2002; Mounier, Dumas 
et al. 2006). Furthennore, mTor was implicated in the phosphorylation of the 
transcription factors STATl and STAT3 leading to activation of STAT-dependent 
gene transcription (Kristof,.Marks-Koncza1ik et al. 2003). mTor also p1ays a critical 
role in adipogenesis by directly modu1ating the activity of the transcription factor 
PPAR-y (Kim and Chen 2004). It was also clearly established that ribosome 
biogenesis was controlled at the level of rDNA transcription by mTor through 
activation of the transcription factors UBF and TIF lA (Hannan, Brandenburger et al. 
2003; Mayer, Zhao et al. 2004). Finally, as demonstrated by microarray analyses 
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using rapamycin-treated mammalian cells, mTor signalling was implicated in the 
control of transcription for many genes, particular1y those involved in the metabolic 
and biosynthetic pathways (Peng, Golub et al. 2002). In agreement with our data, 
Peng's study showed that in rapamycin-treated cells, the level of SCDl gene 
expression is inhibited compared to the level measured in non-treated cells. 
The molecular mechanism of mTor action on SCD 1 gene transcription 
remains however to be characterized. We do not known if mTor directly 
phosphorylates the insulin-targeted transcription factors, or if its action is mediated 
by a downstream kinase like the p70-S6kinase. Amino acids analysis of SREBP-l 
and NF-Y revealed the presence of putative mTOR and p70-S6kinase 
phosphorylation sites (Xue, Zhou et al. 2005). In addition, these putative 
phosphorylation sites appear to be conserved in both human and chicken transcription 
factors (Fig.2.9). mTor may also regulate the transcription of SCD 1 by modulating 
the level of expression of various transcription factors. In fact, a microarray analysis 
showed that in ceIls treated with rapamycin, SREBP-l gene expression was inhibited 
(Peng, Golub et al. 2002 60). This hypothesis remains however to be demonstrated. 
In conclusion, in hepatocytes, insulin regulates SCD 1 gene expression by 
activating its level of transcription and possibly by modulating the mRNA stability. 
Insulin partially mediates its action acting on at least two different IREs. The most 3' 
IRE is localized between -372' and -297 bp and binds both SREBP-l and NF-Y 
transcription factors in response to insulin. Insulin regulation of SCD 1 gene 
transcription is mediated by activation of a PB-kinase and mTor dependent signaling 
pathway targeting the two different IREs. Taken together, our present findings make 
the link between the SCD1 gene expression and an insulin-stimulated signaling 
pathway both implicated in the development of several metabolic diseases such as 
obesity. 
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2.8 Figure legends 
Figure 2.1: Effect of insulin on cells transfected with constructs containing 
different deletions of the 5'-flanking region of the SeDt gene linked to lucîferase. 
A - Chick embryo hepatocytes wcre isolated and incubated in serum free media for 
6h before transfection. Celis were then transiently transfected using lipofectine (l0 
Ilg/plate), SCD 1-1 (1.5 Ilg/plate or an equimolar amount of the other constructs) and 
pRSV-bGal (0.5Ilg/plate) as described under "Materials and Methods". After 
removing the transfection medium, the hepatocytes were incubated for an additional 
24h in either serum-free Waymouth medium (white bars) or in the same medium 
containing 100 nM insulin (black bars) - Left section, reporter gene DNA constructs 
used in this experiment. The number at the left of each construct indicates the 5' -end 
of the fragment in nucleotides relative to the major start site for transcription. +1 
indicates the site of initiation of transcription. For ali constructs, the 3'-end is at 
+125 bp. 0: pGL2 basic vector (negative control); C: pGL2 basic vector containing 
the SV40 early promoter (positive control). Right section, values represented 
luciferase activities normalized by b-galactosidase activities per miliigram of soluble 
protein. Luciferase activities are expressed as a percentage of the activity measured 
with the SCD 1-1 construct in non stimulated celis. *p < 0.05 comparing non insulin­
stimulated activities of SCDl-3, SCDl-4, SCDl-5 and SCDl-6 versus SCD1-1 and 
SCD 1-2. § P < 0.05 comparing the insulin effect on SCD 1-1 versus the insulin effect 
on either SCDl-2, SCDl-3, SCDl-4, SCDl-5 or SCDl-6. Results are the 
means ± S.D. of at least 5 experiments, each one using an independent batch of 
isolated hepatocytes. B- HepG2 celis were treated (+) or not (-) for 10 min with 
100 nM insulin. Celis were lysed, and extracted proteins were resolved on SDS­
PAGE and immunoblotted with either an anti-SCD1 antibody (top panel) or an anti­
GAPDH antibody (bottom panel). 
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Figure 2.2: Analysis of DNA binding activity of the nuclear proteins from 
insulin-treated ceUson the chicken SCDl promoter. 
A- Sequence of the first 372 bp of the chicken SCOI promoter (Genebank # 
OQ645535). Consensus binding sites for transcription factors are indicated in boldo 
Squares indicate the different probes used in the EMSA experiments. B- 6 /lg of 
nuclear extracts prepared from untreated (-) or insulin stimulated (+) HepG2 cells 
were incubated with 4 different 32P-1abeled double-stranded fragment of the SCO 1 
promoter (probes 1 to 4). Competition with unlabelled probe was perfonned using 
molar excess of the double-stranded probe 1 or probe 2. Putative binding sites for 
transcription factors are indicated on the bottom of each gel. The major ONA-protein 
complex is designated by the arrow (retarded band). A representative 
autoradiography of 3 separate experiments is depicted. C- 6 flg of nuclear extracts 
prepared from untreated (-) or insu lin stimulated (+) HepG2 cells were incubated with 
either a wild type (WT) or mutated (Mut) 32P-labeled double-stranded probe 1 or 2. 
D- 6 /lg of nuclear extracts prepared from untreated (-) or insulin stimulated (+) 
HepG2 cens were incubated with either probe 1 or 2. IgGs (1 flg each) were added 
after mixing labelled probe and nuclear extract; they were anti-SREBP-l (BP-l) or 
anti-NF-Y (NF-Y). Putative binding sites for transcription factors characterized in 
each probes are indicated. A representative autoradiogr~phy of 3 separate 
experiments is depicted. 
Figure 2.3: Effect of insulin on cells transfected with a construct lacking the 
Insulin Response Element 2. 
A- Schematic representation of SCOl-6 and SCOl-7 constructs. Consensus binding 
sites for transcription factors are indicated. B- Chick embryo hepatocytes were 
transfected with the SCD1-1, the SCDl-6 or the SCOl-7 construct and treated (black 
bars) or not (white bars) with 100 nM insulin as described in the legend of Fig.2. 1. 
Left section, reporter gene ONA constructs used in tbis experiment. Right section, 
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bars represented luciferase activities normalized by ~-galactosidase activities per 
milligram of soluble protein. Luciferase activities were expressed as a percentage of 
the activity measured 10 the respective non insulin treated sample. 
*p < 0.05 comparing insulin-treated ceIls transfected with SCOI-6 versus insulin­
treated ce1ls transfected with SCOI-7. Results are the means ± S.O. of at least 3 
experiments. 
Figure 2.4: Effect of LY294002 and rapamycin on insulin responses in chick 
embryo hepatocytes. 
A· Chick embryo hepatocytes were treated (+) or not (-) for 10 min with 100 nM 
insulin after 30 min of preincubation with either vehicle (-), 50 !lM LY290042 (Ly) or 
200 nM rapamyein (Ra). Cells were lysed, and extracted proteins were resolved on 8% 
SOS-PAGE and immunoblotted with either an anti-Akt antibody (lower pane!) or an 
antibody that recognized the phosphorylated isoform of Akt (top panel). The 
autoradiographs are representatives of 3 different experiments B· Chick embryo 
hepatocytes were treated (+) or not (-) for 10 min with 100 nM insulin after 30 min of 
preincubation with 200 nM rapamycin. Cells were Iysed, and extracted proteins were 
resolved on SOS-PAGE and immunoblotted with either an anti-p70-S6kinase 
antibody (Iower panel) or an antibody that recognized the phosphorylated isoform of 
p70-S6kinase (top panel). The autoradiographs are representatives of 3 different 
experiments. C- Chick embryo hepatocytes were treated with either 50 !lM 
LY290042 or 200 ruVi rapamycin for 30 min. Cell viability was subsequently 
evaluated by PI staining using FASean. Bars represent the percentage of living cel1s 
measured in at least two different wells. 
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Figure 2.5: Effect of LY294002 and rapamycin on insulin-induced SCDl gene 
expression. 
A- and B- Chick embryo hepatocytes were cultured for 24h00 with (black bars) or 
without insulin (white bars). Prior to incubation with the hormone, cells were treated 
for 30 min with either vehicle (0.5% DMSO), 50 ~M Ly290042 (Ly) or 200 nM 
rapamycin (Ra). Total RNA were subsequently extracted as described under 
"Material and Methods" .and SCDl mRNA levels were evaluated by qPCR using the 
HPRT-l gene as standard. Results were expressed as a percentage of SCDl mRNA 
level expressed in basal condition in absence of inhibitor. Bars indicate standard 
deviation (S.D.). § p < 0.05 inhibitor-treated versus non-treated cells. Chick embryo 
hepatocytes were transfected with SCD 1-1 (C) or SCD 1-6 (D) and treated (black bars) 
or not (white bars) with insulin as described in the legend of Fig.2.1 with 
preincubation with either vehicle (0.5% DMSO), 50 IJ.M LY294002 (Ly) or 200 nM 
rapamycin (Ra). Values represented luciferase activities normalized by ~­
galactosidase activity per milligram of soluble protein. Results were expressed as a 
percentage of the activity measured in non-stimulated cells transfected with the 
corresponding construct and incubated with vehicle only. They are the mean of at 
least three separate experiments; bars indicate standard deviation (S.D.). * 
p < 0.05 insulin-treated versus non-treated cells. 
Figure 2.6: Effect of the dominant-negative p85 mutant on PI3- kinase, Akt and 
SCDl promoter activities in response to insulin in HepG2 cells. 
HepG2 cells were treated (+) or not (-) for 5 min with 100 nM insulin in presence(+) 
or absence (-) of ~p85 over-expression. A- CeUs were lysed, and extracted proteins 
were resolved on 7% SDS-PAGE then immunoblotted with either an anti-IRS-l (top 
panel), an anti-p85 antibody (middle pane!) or and anti-Akt antibody (bottom pane!). 
A representative autoradiograph is presented. B- The HepG2 cell lysates were 
immunoprecipitated with aPY antibody and the immunoprecipitates were analyzed 
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for PB-kinase activity as described under "Materials and Methods". A representative 
autoradiograph is presented. PIP3 indicates the product of the PB-kinase reaction. C­
Cells were lysed, and extracted proteins were resolved on SDS-PAGE then 
immunoblotted with either an anti-Akt antibody (lower panel) or an antibody that 
recognized the phosphorylated isoform of Akt (top pane!). A representative 
autoradiograph is presented. D- HepG2 cells were transfected with either Bluescript 
(Mock) or with the dominant negative p85 (~p85) construct in combination with the 
SCD 1-1 construct as described under "Materials and Methods". After 24h, medium 
was removed and replaced by the same medium in presence (black bars) or absence 
(white bars) of 100 nM insulin. Values represented luciferase activities normalized by 
~-galactosidase activities per milligram of soluble protein. Results were expressed as 
a percentage of the activity measured in non-stimulated cells transfected with the 
SCD 1-1 construct and the Bluescript. They are the mean of at least three separate 
experiments; bars indicate standard deviation (S.D.). 
Figure 2.7: Effect of LY294002 and rapamycin on insulin-mediated activation of 
the human SCDl promoter activity in HepG2 cells. 
A- HepG2 cells were transfected with the human SCD 1 promoter construct and 
treated (black bars) or not (white bars) with insulin as described in the legend of 
Fig.2.1. Prior to incubation with the hormone, cells were treated for 30 min with 
either vehicle (0.5% DMSO), 50 llM LY294002 or 200 nM rapamycin. Results are 
expressed as previously described in Fig.2.5. B- Sequence alignment between the 
human (AF320307) and chicken SCDl promoters (DQ645535). Conserved consensus 
binding sites for the two key transcription factors are shaded. SRE: Sterol regulatory 
element. NF- Y: Nuclear factor Y. 
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Figure 2.8: Schematic representation of the regulation of SCDl gene 
transcription in hepatic cells. 
The top part of the figure represents the signaling pathway implicated in the insulin 
regulàtion of SCD 1 gene transcription. The large grey arrow represents the promoter 
where the different 5' -deletion constructs are indicated. The lower part represents the 
transcription factors implicated in the regulation of SCD1 gene transcription in liver 
in response to activation of the indicated signaling pathway. 
Figure 2.9: Conservation of the putative mTor and p70-S6kinase phosphorylated 
sites in both human and chicken SREBP-l and NF-Y 
(A) Sequences of the human SREBP-1 (AAC50051.2) and Chicken SREBP-1 
(NP_989457.1) and of the human NF-Y (B) alpha (NP_002496.1), (C) beta 
(NP_006157.1), (D) gamma (NP_055038.2) sub-unit and the chicken NF-Y alpha 
(NP_001006325), beta (P25207.2), gamma (XP~417790.2) sub-unit. Sequences were 
aligned using blast. The potential phosphorylation sites were predicted using the 
group-based phosphorylation predicting and scoring method (GPS) (Zhou, Xue et al. 
2004). The conserved potentialphosphorylated sites are highlighted in green for 
mTor and in yellow for p70-S6kinase. 
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Figure 2.3 
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Figure 2.7 
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1B1 AQP QVGEGQQVQIVQAQPQGQAQQAQSGTGQTMQVMQQIITNTGEIQQIP 240
 
AQP QVGEGQQVQIVQAQPQGQ+QQAQSGTGQTMQVMQQIITNTGEIQQIP
 
1B1 AQP QVGEGQQVQIVQAQPQGQSQQAQSGTGQTMQVMQQ1ITNTGE1QQIP 240
 
241 VQLNAGQLQYIRLAQPVSGTQVVQGQIQTLATNAQQ-------------------ITQTE 281
 
VQLNAGQLQYIRLAQPVSGTQVVQGQIQTLATNAQQ ITQTE
 
241 VQLNAGQLQYIRLAQPVSGTQVVQGQIQTLATNAQQGFCSAFRGQEGCCFSEIPEITQTE 300
 
282 VQQGQQQFSQFTDGQQLYQIQQVTMPAGQDLAQPMFIQSANQPSDGQAPQVTGD 335 Human 
VQQGQQQFSQFTDGQQLYQIQQVTMPAGQD+ QPMFIQS NQ SDGQA QVTGD 
301 VQQGQQQFSQFTDGQQLYQIQQVTMPAGQDITQPMFIQSTNQSSDGQATQVTGD 354 Chicken 
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Avant propos 
Nous avons identifié la voie PI3K-mTor ainsi que les facteurs de transcription 
SREBP-I et NF-Y comme étant impliqués dans l'action de l'insuline sur l'expression 
de SCO!. 
La leptine, synthétisée par le TA, est connue pour réguler la balance 
énergétique au niveau du SNC. Oes travaux récents ont montré, que SC01 était 
fortement augmentée chez des animaux déficients en leptine et associée avec le 
développement de l'obésité. L'inhibition de SC01 chez la souris ob/ob corrige le 
phénotype obèse observé. Oe plus, un traitement à la leptine chez la souris diminue 
l'activité et l'expression de SC01 au niveau hépatique (Cohen, Miyazaki et al. 2002). 
Oans ce présent chapitre, nous avons caractérisé un des effets directs de la 
leptine au niveau périphérique. En effet, à l'aide du modèle HepG2 qui exprime le 
récepteur long à la leptine, nous nous sommes intéressez au mécanisme d'action de la 
leptine régulant l'expression de SCO 1 au niveau hépatique. 
J'ai été impliqué dans toutes les facettes de ces travaux. J'ai élaboré le suivi 
expérimental et effectué les travaux en laboratoire. Le niveau d'expression de SCO 1 
au niveau transcriptionnel, du messager et de la protéine a été analysé suite à 
différents traitement des cellules avec de l'insuline et/ou de la leptine en présence ou 
non d'inhibiteurs spécifiques pour diff6rentes kinases. Nous avons aussi caractérisé le 
niveau de phosphorylation des protéines kinases impliquées dans la signalisation de 
ces deux hormones. Michèle Prévost a réalisé les retards sur gel de la figure 3.7. 
Simon Oucheix et Marie-Pierre Arnaud ont contribué aux expériences permettant 
l'élaboration des figures 3.1, 3.2 et 3.4. J'ai conçu les figures et rédigé le manuscrit 
en étroite collaboration avec Michèle Prévost et le Ore. Catherine Mounier. 
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3.1 Résumé 
La stéaroyl-CoA désaturase 1 (SCD 1) catalyse la synthèse des AGMI. Des 
variations au niveau de son activité et du ratio AGMI sur AGS ont été impliquées 
dans divers syndromes dont l'obésité, le diabète de type II et certains types de cancers. 
Dans le foie, de nombreux facteurs régulent l'expression de SCDl incluant les 
facteurs nutritionnels et hormonaux dont l'insuline et la leptine. Nous avons 
précédemment montré au niveau hépatique que l'insuline, via la voie PI3­
kinase/mTor, stimule l'expression de SCD 1. Dans cette étude, en utilisant le modèle 
cellulaire HepG2, nous avons caractérisé la voie de signalisation impliquée dans 
l'action de la leptine sur l'expression de SCD1. Nous avons montré que la leptine 
inhibe l'expression de SCDl au niveau transcriptionnel. L'inhibition de la voie des 
MAPK ERKl/2 par le PD98059, supprime l'effet de la leptine sur l'expression de 
SCDl. Nos données montrent aussi que l'effet de la leptine est indépendant de celui 
de l'insuline. En utilisant les inhibiteurs Ag490 et SLOIOl, nous avons montré que 
l'effet inhibiteur de la leptine est aussi médié par la Janus Kinase 2 (Jak2) et par 
p90RSK. Des expériences de retard sur gel et de transfection suggèrent un rôle clé du 
facteur de transcription Sp 1 qui pourrait entrer en compétition avec d'autres facteurs 
de transcription tel que AP-I, conduisant ainsi à l'inhibition de la transcription de 
SCD1. Prise ensemble, ces données montre que indépendamment de l'action de 
l'insuline, la leptine exerce un effet inhibiteur sur la transcription de SCDl via une 
voie de signalisation impliquant Jak2, ERKl/2 et p90RSK qui cible probablement le 
facteur de transcription Sp 1 sur le promoteur du gène SCD1. 
Mots clés: SCDl, leptine, ERKl/2, HepG2, SpI 
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3.2 Abstract 
Stearoy1-CoA Desaturase-1 (SCDI) is the rate limiting enzyme cata1yzing the 
synthesis of monounsaturated fatty acids. Variation of SCD 1 activityand the ratio of 
saturated to unsaturated fatty acids have been imp1icated in a variety of diseases 
including obesity, type II diabetes and cancers. In liver, many factors regulate SCDI 
expression including dietary and hormonal factors such as insulin and leptin. We 
previous1y showed in hepatic ceUs that insu1in acts through the PI3K and mTor 
pathways to upreguiate SCDI expression. In the present study, using HepG2 ceUs, we 
characterized the signaling pathway mediating the leptin inhibitory response on 
SCD 1 gene expression. We showed that leptin inhibits SCD 1 at the transcriptional 
level. Inhibition of the ERK1I2 MAPK pathway with the PD98059 reverses the effect 
of leptin on SCD 1 expression. Our data a1so demonstrated that the effect of leptin is 
entire1y independent of the effect of insu1in. Using the pharmaceutical inhibitors 
Ag490 and SLOlO l, we showed that the inhibitory effect of 1eptin is also mediated by 
the Janus Kinase 2 (Jak2) and p90RSK. EMSA and transfection experiments suggest 
a key ro1e for the Sp 1 transcription factor, which in tum may compete for the binding 
of other transcription factors such as AP-I, 1eading to the inhibition of SCD 1 
transcription. Taken together, our observations showed that, independently of insu1in 
action, 1eptin exerts an inhibitory effect on SCD 1 transcription via a signaling 
pathway implicating Jak2, ERK1/2, and p90RSK which probab1y targets the 
downstream transcription factor SpI on the SCDI promoter. 
Key words: SCDl, 1eptin, ERK1I2, HepG2, SpI 
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3.3 Introduction 
The Stearoy1-CoA Desaturase (SCD1) is a de1ta-9 desaturase and the rate 
1imiting enzyme converting monounsaturated fatty acids preferentially palmitic 
(C16:0) and stearic (C18:0) acids into pa1mito1eic (C16:1 n-7) and oleic (C18:1 n-9) 
acids respective1y (Ntambi and Miyazaki 2004). Its regulation is of physio1ogica1 
importance because changes in the enzyme activity and expression modify cel1 
membrane fluidity and cel1 signa1ing pathways activation 1eading to metabolic 
diseases such as obesity and cancers (Ntambi 1995; Scaglia and IgaI2008). 
SCD 1 is regulated by a large variety of hormonal and environmental factors 
(Ntambi and Miyazaki 2004). In many species, insulin was shown to increase SCD1 
expression in vitro and in vivo (Ntambi 1999; Lefevre, Tripon et al. 2001; Zhang, Ge 
et al. 2001). In HepG2 cel1s, we have previous1y shown that insu1in up-regu1ates 
SCDl expression via a PI3Kinase/mTor dependent pathway (Mauvoisin, Rocque et al. 
2007). The ins,u1in effect appears ta be largely mediated by the transcription factor 
SREBP-1 (Shimomura, Shimano et al. 1998; Mauvoisin, Rocque et al. 2007). 
Lots of insight regarding the role of SCD 1 and its regulation were gained 
from genetic manipulation of SCD 1 animal mode1s. SCD 1 -/- mice are resistant to 
diet-induced obesity but are insulin resistant. In addition, these mice show increased 
lipid oxidation and reduced triglycerides synthesis (Ntambi, Miyazaki et al. 2002; 
Cohen, Ntambi et al. 2003). In leptin deficient (oblob) mice, SCD 1 expression is 
strong1y increased but norma1ized after leptin treatment. SCD 1 deficiency in oblob 
mice a1so ameliorates the phenotype of the animal (Cohen, Miyazaki et al. 2002). It 
was observed that 1eptin down-regu1ates SCD 1 expression, and in 1iver its effect 
seems to be independent of insulin action driven by SREBP-1 (Biddinger, Miyazaki 
et al. 2006). 
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Leptin, the product of the obese (ob) gene, is a 16 kDa cytokine discovered in 
1994. It is known as a regulator of energy balance acting in the hypothalamus and as 
an anti-steatotic peptide (Zhang, Proenca et al. 1994; Unger 2000). Leptin binds to 
type 1 cytokine receptors expressed in a variety of tissue including liver (Saxena, 
Sharma et al. 2007). AH six isoforms of leptin receptors have a similar extracellu1ar 
ligand-binding domain at the amine-terminus but differ at the intracellu1ar carboxy­
terminal domain. A1though all five short isoforms have transmembrane domains, on1y 
the long form has the intracellular carboxy-terminal motifs necessary for the 
activation of signaling pathways (Tartaglia 1997). Hence 1eptin is able to activate 
different signaling pathways such as Jak2/STAT3, PI3Kinase/Akt and 
Ras/MEK1I2/ERKl/2 pathways (Garofalo and Surmacz 2006). The Janus kinase 2 
(Jak2) is known to phosphorylate the upstream transcription factor STAT3 and also to 
activate the ERK1I2 MAPK pathway in many cell types including HepG2 (Banks, 
Davis et al. 2000; Myers 2004; Saxena, Sharma et al. 2007). 
In hepatic cells, inhibition of ERK112 MAPK pathw,ay has been shown to 
have multiple anti-cancer effects and to increase trig1yceride mass (Wiesenauer, Yip­
Schneider et al. 2004; Tsai, Qiu et al. 2007). ERK1I2 is also known to activate the 
downstream serine threonine kinase p90RSK, and together, they are involved in 
activating many downstream substrates (Anjum and Blenis 2008). In particular, leptin 
and ERK1/2 have' been shown to modulate the transcriptional activities of AP-1 and 
Sp1 (Hamaguchi, Kim et al. 1998; Harris, Coticchia et al. 2000; Saxena, Saliba et al. 
2003; Chen and Feener 2004; Chang and Chen 2005; Han and Roman 2005; Gilad, 
Tirosh et al. 2006; Lin, Saxena et al. 2006; Anjum and Blenis 2008; Bartella, Cascio 
et al. 2008; Villanueva and Myers 2008; Wang, Leclercq et al. 2009). 
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In the present study, we showed that in HepG2 ceUs leptin down-regulates 
SCD 1 gene expression via a signaling pathway involving Jak2, ERKl/2 and p9ûRSK. 
At the transcriptionallevel, leptin action is independent of insulin action. Our results 
suggest that this leptin-activated signaling pathway targets a response element located 
in the first 297bp on the chicken SCD 1 promoter, which probably involves the 
downstream transcription factor SpI. 
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3.4 Material and methods 
3.4.1 Materials 
HepG2 cells were obtained from ATCC (Rockville, MD). The inhibitors 
PD98059 and Ag490 were purchased from Calbiochem (EMD Biosciences, San 
Diego, CA), the SL01ü1 from Toronto Research Chemica1s (North York, ON) and the 
inhibitor of Sp 1, WP631 from Sigma-Adrich (Oakville, ON). The GAPDH, SCD1, 
Jakl, Phospho-Jak2 (Tyr221), ERK1/2, phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204), Akt, p­
Akt (Ser473), STAT3, phospho-STAT3 (Tyr905), p90RSK and phospho-p90RSK 
(Thr359/Ser363) antibodies were obtained from Cel1 Signaling Technology, Inc. 
(Danvers, MA). The Fugene-HD reagents were purchased from Roche Diagnostics 
(Laval, PQ). Minimum Essentia1 Medium, insulin and leptin were obtained from 
Sigma-Aldrich (Oakville, ON). The wel1s-cel1+ culture plates were purchased from 
Corning (Lowell, MA) and luciferase reagent from Promega (Madison, Wl). 
Adenosine 5'-triphosphate [y_32p] was purchased from PerkinElmer Life Sciences 
(Wellesley, MA). T4 polynucleotide kinase was obtained from New England Biolabs 
(Pickering, CA). Most other reagents andchemicals were obtained from Sigma­
Aldrich (Oakville, ON) and were of the highest grade available. 
3.4.2 Plasmid constructions 
The avian SCD1 promoter sequence (GenBank accession no. DQ645535) was 
used to generate the SCD 1-1 and SCD 1-6 reporter constructs and were a generous 
gift of Dr. C. Diot (Lefevre, 'fripon et al. 2001). SCDl-7 promoter construct was 
generated by deleting a 75bp fragment (-372 ta -297bp) from the SCDl-6 plasmid 
(Mauvoisin, Rocque et al. 2007). pGL2-Basic and pGL2-promoter Vectors were used 
as negative and positive controIs respectively (Pro mega, ON). The RSV 
~-galactasidase plasmid (pRSV-~Gal) was used to evaluate transfectian efficiency 
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(Baillie, Klautky et al. 1993). The human SC01 promoter (pGU-SCOl) construct 
was kindly provided by Ors S.M. Prouty and W. Samuels (N.J.H, Betheseda, MO). 
3.4.3 Cell culture and transfection procedure 
HepG2 ceUs were cultured in MEM media containing 10% of fetal bovine 
serum, 2mM glutamine, lOOf.!g/ml streptomycin and lOOU/ml penicillin. The cells 
were transfected with l)NA constructs using Fugene HO as previously described 
(Fillion-Forté and Mounier 2007). HepG2 cells were transfected with 1.5 ~lg of the 
various scn1 promoter constructs. After 24h, the medium was changed to a medium 
containing 100nM of insulin and/or 70nM of leptin for an additional 24h. 
For the experiences implicating the use of kinase inhibitors, after being serum starved 
for 48h, HepG2 were stimulated 24h with 100nM insulin and/or 70nM of leptin after 
30min of preincubation with either vehicle (0.1 % OMSO), 50flM P098059, 30flM 
Ag490 or after 1h of preincubation with either 0.1 or l ~M WP63 1. 100~M SL0101 
was added to the media 3h before hormonal treatment. 
3.4.4 Analysis of cell extracts 
HepG2 ceUs were lysed at room temperature in CAT Elisa lysis buffer (Roche 
Diagnostics, Laval, PQ) and protein concentration (Bradford 1976), luciferase (de 
Wet 1987) and ~-galactosidase (Sambrook 2000) activities were measured by the 
indicated methods. The results were expressed as luciferase activity per miUigram of 
soluble protein and then nonnalized for transfection efficiency using the ~­
galactosidase activity. Transcriptional rates were expressed as a percentage of the 
standardized activity measured in the untreated ceUs. 
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3.4.5 RNA analysis 
Total RNA was extracted from HepG2 cells usmg TRlzol® reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, CA), UV-quantified and diluted in DEPC-treated water at a 
concentration of 1/lg!/l1. Then, the total RNA was subjected to reverse transcription 
(RT) using the Omniscript enzyme kit of Qiagen (Montreal, PQ) and Oligo-dT 
(Roche Diagnostics, Laval, PQ) for 1h at 37°C with an inactivation step at 93°C 
during 5 mm. 2 !-loI of RT product was subjected to quantitative rea1-time PCR 
analysis. The primers for human SCDl 5'-CTCCACTGCTGGACATGAGA-3' 
(sense); 5'-AATGAGTGAAGGGGCACAAC-3' (antisense) and Hypoxanthine 
Phosphoribosy1-Transferase 1 (HPRTl) 5'-GACCAGTCAACAGGGGACATAA-3' 
(sense); 5'-AAGCTTGCGACCTTGACC-3' (antisense) were purchased from 
OPERON (Huntsville, AL). HPRTl was used as a housekeeping gene. The 
QuantiTect SYBR Green PCR Kit was obtained from Qiagen (Montreal, QC) and the 
LightCycler device from Roche Diagnostics (Laval. QC). The expression of SCD 1 
was evaluated by nonnalization of the cycle threshold (Ct) of this gene to that of 
HPRTl. The LlCt was used to calculate the relative expression of SCD1 gene using 
the fonnula :2-MCt, where LlLlCt = LlCt of SCDl gene in treated cells -LlCt of SCD1 
genes in control cells (Livak and Schmittgen 2001). 
3.4.6 Gel Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 
Nuclear extracts were prepared from HepG2 cells incubated for 24h with 
70nM of leptin with or without a preincubation of 30 min with PD98059 or a 
preincubation of 1h with WP631 (Andrews and Faller 1991). Double-stranded 
oligonucleotides were labelleç! with ATP [y}2p] using the T4 polynucleotide kinase. 
5 Jlg of nuclear proteins were mixed with 2 Jll of binding buffer containing 
20,000 cpm of 32p labeled probe, 1 Jlg or 1ng of poly (dI-dC), 0.01 % Nonidet PAO, 
0.8 Jlg of bovine serum albumin, 5% (v/v) glycerol, and 5 Jlg of salmon spenn DNA. 
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For the specifie competition, 1,4 and 12 times molar excess of the unlabelled probe 1 
was added to the reaction mixture. The reaction was incubated for 15 min at room 
temperature. The reaction mixtures were then subjected to electrophoresis on a 6% 
po1yacrylamidegel in 25mM Tris-Hel, 0.19 M glycine, 1mM EOTA. Gels were dried 
and visualised by autoradiography using the phospho-imager system (Molecular 
imager FX, Biorad, Mississauga, ON). 
The probe1 sequence corresponds to a fragment of the chicken SC01 promoter from 
position -109 to -89 which contains putative binding sites of Sp1 and AP-1. 
Probe1 SpI, AP-1: CGGCGGGCGGCGTGACTGG. 
Thereafter, probe 1 was mutated within the SpI and AP-1 binding sites, mutations are 
indicated in boldo 
Probe 2, SpI, AP-1mut probe: CGGCGGGCGGCGTGACATG 
Probe 3, Splmut, AP-I probe: CGGCGTTCGGCGTGACTGG 
Probe 4, Sp1mut, AP-1 mut probe: CGGCGTTCGGCGTGACTTG 
3.4.7 Western blot analysis 
After treatment with various test agents at a time and concentration indicated 
In the figure legends, HepG2 cells were rinsed twice with ice-cold phosphate­
buffered saline (pH 7.4) and solubilized with lysis buffer (50mM Hepes, pH 
7.5, 150mM NaCI, 10mM sodium pyrophosphate, 100mM sodium fluoride, 1.5mM 
MgCh, 1mM EGTA, 200/lM sodium orthovanadate, 1mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride, 10/lg/mlleupeptin, 101lg/ml aprotinin, 10% glycerol, and 1% Triton X-I 00). 
Celllysates were c1arified by centrifugation at 10,000g for 20 min at 4°C, and protein 
concentration in the resulting supematants was deterrnined using the BioRad protein 
assay (BioRad, Mississauga, ON). 20flg to 50flg of proteins were mixed with 4 /lI of 
3x Laemmli sample buffer (2% SOS, 2% ~-mercaptoethanol, 10% (v/v) glycerol and 
50 mg/l bromopheno1 blue in O.lM Tris-Hel buffer, pH 6.8), heated at 10QoC for 5 
min, subjected to SOS-PAGE and then transferred to Immobilon-P membranes for 
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immunoblotting, Membranes were incubated for 1h in blocking buffer (lX TBS, 0,1 % 
Tween-20: TBST) containing 5% milk and then ovemight in a buffer containing 5% 
BSA and various antibodies (dilution) raised against, Se01 (1/5000), Phospho-Jak2 
(Tyr221) (1/500), Jak2 (1/500), phospho-ERK1/2 (Thr-202; Tyr-204) (1/1000), 
ERK1/2 (1/1000), phospho-Akt (Ser-473) (111000), Akt (111000), phospho-STAT3 
(Tyr-705) (l/1000), STAT3 (1/1000) phospho-p90RSK (Thr359/Ser363) (1/1000), 
p90RSK (1/1000) and GAPOH (1/2500). After three successive washes in IX TBST, 
membranes were incubated for lh at room temperature in IX TBST in the presence 
of an anti-Rabbit IgG that binds to the horseradish peroxidase (1/10000). SignaIs 
were revealed using the EeL plus Western blotting detection ,reagent according to the 
manufacturer instructions (Roche Diagnostics, Laval, PQ). The appropriate bands 
were quantified using the phospho-imager system (Molecular imager FX, Biorad, 
Mississauga, ON). 
3.4.8 Statistical analysis 
Oata is given as a mean with ± standard error (SO) of the mean. Statisticai 
ana1ysis was perforrned by analysis of variance followed by Student's test for 
multiple comparisons and the significance was defined by P < 0.05. 
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3.5 Results 
3.5.1 Insulin increases and leptin decreases SCD1 gene expression: 
In liver, insulin is known to increase the expression of SCD l, whereas leptin 
decreases it (Waters and Ntambi 1994; Cohen, Miyazaki et al. 2002; Mauvoisin, 
Rocque et al. 2007). In accordance with these results, we have demonstrated that in 
HepG2 cel1s insulin increased by at least two folds the level of human and chicken 
SCDl gene transcription (Fig.3.I.A). This similar effect was observed at the mRNA 
(Fig.3 .l.B) and protein levels (Fig.3.I.e). On the other hand, addition of 70nM leptin 
significantly decreased the SCDl transcriptional activity (Fig.3.l.A) and to a greater 
extent the mRNA and protein levels (Figs.3.I.B & 3.I.C respectively). Treatment 
with both hormonesdecreased SCDl transcriptional activity below the basal 
condition to a level comparable to leptin alone (Fig.3.1.A). However, it is noteworthy 
that in the presence of both hormones, mRNA and protein levels were the same as 
basal (Figs.3.I.B & 3.I.C respectively). These results suggest that insulin and leptin 
regulate SCDl expression at the transcriptionallevel with a dominant effect .of leptin 
compared to insulin in our model. 
3.5.2 Effect of leptin compared to insulin on ERIO!2 MAPK and Akt activations: 
In HepG2 cel1s, insulin and leptin are able to activate the ERK1I2 MAPK 
pathway that in tum modulates gene transcription (Pirola, Johnston et al. 2004; Cao, 
Mak et al. 2007). In the present study, we determined how insulin and leptin activate 
ERKl/2 phosphorylation in a time-dependant marmer. Total cel1ular proteins were 
extracted from cel1s treated with 100nM insulin and/or 70nM leptin for various 
periods of time and cel1 Iysates were immunoblotted with a specifie antibody that 
recognizes the phosphorylated form of the Threonine 202 and the Tyrosine 204 of 
ERKl/2. Our analysis revealed that insulin treatment strongly and transiently 
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activated ERKl/2 phosphorylation (Fig.3.2.A). Leptin treatment revealed a weaker 
level of ERKl/2 phosphorylation than the one observed with insulin but this 
phosphorylation was more sustained. When both hormones were present, a similar 
pattern to the one observed with leptin alone was detected (Fig.3.2.A graph). 
Immunoblots were reprobed with antibodies against ERKl/2, showing that the 
increase in ERKl/2 phosphorylation was not due to the modulation of ERKl/2 
protein expression. These data suggest that in our model, leptin has a dominant effect 
compared to insulin regarding the activation of the ERKI/2 MAPK pathway. As 
showed in Fig.3.2B, leptin is unable to phosphorylate and therefore to activate Akt in 
our conditions while insulin strongly stimulates it. When both hormones were present, 
the same pattern than the one observed with insulin is observed. This demonstrates 
that leptin does not activate the insulin signaling pathway leading to the activation of 
SeOl transcription (Mauvoisin, Rocque et al. 2007). 
3.5.3 Role of the ERlO!2 MAPK pathway on SeD! gene expression: 
Since we have observed a dominant effect of leptin compared to insulin 
regarding seo 1 expression and ERKl/2 activation, we next hypothesized that the 
ERKl/2 pathway may be involved in regulating seo 1 expression. To test this 
hypothesis we evaluated the effect ofthe MEKI/2 pharmaceutical inhibitor P098059 
on insulin and leptin mediated expression of SeD 1. As previously described, insulin 
upregulates seo 1 transcription via two IREs. The most 3' is located in the first 
372bp of the seo 1 promoter while the second is located more upstream (Mauvoisin, 
Rocque et al. 2007). As expected, insulin increased by more than two folds the 
activities of the full length chicken and human SeD1 promoters (Figs.3.3.A & 3.3.B 
respectively) and by 1.5 fold when the chicken promoter W<lS restricted to only the 
372bp containing the more proximal IRE (Fig.3.3.A). Addition of leptin 
downregulated (0.75 fold) the activities of both the full length human and chicken 
seo 1 promoters. This downregulation was conserved within the first 372bp 
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suggesting that leptin acts through this region of the promoter. When cells were 
treated with P098059, se01 promoter activity was enhanced by 3 folds. The same 
stimulatory effect occurred within the first 372bp of the promoter. Addition of insulin 
in the presence of P098059 further increased Se01 transcriptional activity. In fact, 
we observed an additive effect between the insulin and the inhibitor treatments. 
Similar results were obtained at the mRNA (Fig.3.3.C) and protein levels (Fig.3.3.0). 
When leptin was added to the media pre-treated with P098059, we observed a 
transcriptional activity comparable to the one observed with P098059 alone 
(Figs.3.3.A & 3.3.B) whereas the levels ofmRNA (Fig.3.3.C) and protein (Fig.3.3.0) 
were comparable to basal. When insulin and leptin were added to the media pre­
treated with P098059, the transcriptional activity of the seo1 promoter is 
comparable to the one observed in presence of only insulin and P098059 (Fig.3.3.A). 
Thus P098059 abrogated leptin's inhibitory effect on se01 expression mainly acting 
at the transcriptional level. Fig.3.3E shows that P098059 abolished the 
phosphorylation state of ERKl/2 in all culture conditions without affecting the 
expression of total ERK1/2. Thus, our data show that leptin inhibits seo 1 
transcription via the activation of the ERKl/2 MAPK pathway and this OCCUfS 
independently of the insulin action. 
3.5.4 Characterization of the leptin-activated signaling pathway: Role of Janus 
Kinase 2 and p90R8K 
Once we identified ERKl/2 as a mediator of leptin's inhibitory effect, we 
aimed to achieve further insight underlying leptin action. Leptin activates different 
signaling pathways such as Jak2/STAT3 and Ras/MEK1/2/ERK1/2 pathways 
(Garofalo and Sunnacz 2006). To test the role of Jak2 in the regulation of Se01 
expression mediated by leptin, HepG2 cells were pre-treated with the inhibitor of 
Jak2 (Ag490) or its vehicle and the effect of leptin was measured on various 
downstream responses. 
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As expected, Jak2 phosphorylation was enhanced upon leptin stimulation and 
its phosphorylation was abolished when ceUs were pre-treated with Ag490. STAT3 
and ERKl/2 phosphorylation were also enhanced upon leptin stimulation. Although 
Ag490 pre-treatment did not totaUy abolish the levels of phosphorylation of STAT3 
and ERKl/2 , it significantly decreased the leptin's stimulatory effect (Fig.3.4.A). 
This results are consistent with a previous study showing that leptin is also able to 
activate STAT3 and ERKl/2 independently of Jak2 (Jiang, Li et al. 2008). In addition, 
we showed that Ag490 pre-treatment was sufficient to totally abrogate the leptin's 
inhibitory effect on SCD1 protein expression (Fig.3.4.B). PD98059 had no significant 
effect on leptin-induced STAT3 phosphorylation (Fig.3.4.C) revealing the hierarchy 
of the phosphorylation events. Taking together, our results indicate that inhibition of 
SCO 1 by leptin involve the activation of Jak2 which may in turn activate the 
downstream ERKl/2 MAPK pathway. 
p90RSK is a senne threonine kinase known to be activated by ERKl/2 
(Anjum and Blenis 2008). To determine whether p90RSK has a role in leptin's action 
on SCD 1 expression, we used a specific pharrnaceutical inhibitor of p90RSK: 
SL0101 (Smith, Maloney et al. 2007). When HepG2 cells were incubated with 
PD98059, ERKl/2 phosphorylation was abolished, while treatment with SLOlOl had 
no effect (Fig.3.5.A). At the opposite, phosphorylation of p90RSK is abrogated by 
PD98059 revealing that in HepG2 ceUs like in other ceUs (Marshall 1994; Ostrowski, 
Woszczynski et al. 2000), p90RSK acts downstream of ERKl/2 MAPK (Fig.J.5.B). 
Furthermore, we showed that leptin treatment of HepG2 cells increased the level of 
p90RSK phosphorylation. The effect of leptin was abrogated by pre-treatments with 
Ag490, PD98059 (Fig.3.5.B) and SL010l (Fig.3.5.C). These data reveal the cascade 
of the phosphorylation events Jak2-ERK1I2-p90RSK occurring in HepG2 ceUs in 
response to leptin. Afterwards we analyzed the effect of SLO 101 on leptin-inhibition 
of SCD 1 expression. Pre-treatment of HepG2 ceUs with p90RSK inhibitor abolished 
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the leptin's inhibitory effect on SCD1 protein expression (Fig.3.5.D). Taken together, 
our data strongly suggest that upon leptin treatment, p90RSK is activated, leading to 
the inhibition of SCD 1 expression. 
3.5.5 Transcriptional regulation of SCDl promoter by leptin 
We previous1y identified an insu1in response element (IRE) located between ­
372bp and -297bp in the SCD 1 promoter (Mauvoisin,' Rocque et al. 2007). We next 
transfected HepG2 cells with SCD 1-6 or SCD 1-7 constructs and submitted the 
transfected cells to 100nM insulin or 70nM leptin treatments. As expected, the SCD 1­
7 construct which 1acks the 3'IRE did not respond to insulin however the inhibitory 
effect of leptin is still observed (Fig.3.6.A). This observation confinned the 
independence of leptin and insulin action on SCD 1 transcription. In agreement with 
these resul ts, we observed that 1eptin did not influence the binding of SREBP-1 and 
NF-Yon the SCDl 3'IRE (data nat shawn), (Mauvoisin, Rocque et al. 2007). 
The first 297bp fragment of SCD 1 promoter contains severa1 consensus 
transcription factor binding sites required for leptin or ERKl/2 mediated 
transcriptiona1 activation in other genes (Harris, Coticchia et al. 2000; Chen and 
Feener 2004; Lin, Saxena et al. 2006; Bartel1a, Cascio et al. 2008). To identify a 
leptin response e1ement within the latter region, we perfonned EMSA experiments 
using 32p labelled doub1e-stranded oligonuc1eotides (Fig.3.6.B). Probe 1 containing 
both Sp 1 and AP-l consensus binding sites was incubated with nuc1ear extracts 
prepared from HepG2 cel1s stimu1ated or not with 70nM leptin and pre-treated or not 
with PD98059. As presented in Fig.3.7A leftpanel, we observed retarded bands in ail 
conditions (even in absence of honnona1 treatment), suggesting that nuc1ear proteins 
were able to bind this specifie sequence. The intensity of these bands was enhanced in 
the presence of leptin (Probel). We a1so perfonned EMSA experiments by mutating 
various sites on probe 1. When the Sp 1 site was mutated (probe2), the intensity of the 
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lower band was decreased whereas the upper band was enhanced suggesting a 
competition between transcription factors for the binding of this promoter sequence. 
In addition, a third band appears in the middle of the gel suggesting the binding of 
different transcription factors in absence of Sp 1. When the AP-1 site was mutated 
(probe3), the 10wer band was still observed while the higher one was absent 
(Fig.3.7.A). Presence of molar excesses of the unlabelled probe 1 leads to 
disappearance of the Sp l retarded band confinning the specificity of the binding 
(Fig.3.7.B, lef! panel). Afterwards, we perfonned EMSA experiments with probe 1 
using nuclear extracts prepared from cells incubated with leptin and PD98059. As 
depicted in Fig.3.7B, right panel, the increased binding induced by leptin observed 
with probe l totally disappeared in presence of the MEKl/2 inhibitor. However, in 
this case, only one retarded band is observed, which is possibly due to the presence of 
DMSO in the nuclear extract preparation. In order to confinu a role of SpI in the 
effect of leptin on SCD 1 transcription, we perfonned EMSA in presence of a specific 
inhibitor of Sp l, WP631, which directly compete for the binding of the transcription 
factor on the DNA. As depicted in Fig.3.7C, lef! panel, presence of the inhibitor 
decrease the intensity of the retarded band observed with probe 1. This decrease is 
even more pronounced when we perfonned the experiment with the probe 3 
(Fig.3.7.C, right panel). Of great interest, WP631 totally abolish the inhibitory effect 
of leptin on SCD 1 transcription as measure by transfection in HepG2 cells of the 
SCD 1-6 construct (Fig.3.7.D). The strong increase of luciferase activity induces by 
the inhibitor even in absence of leptin suggest that Sp 1 may have a role in repressing 
constitutive SCD1 expression. Taking together our experiments support a ro1e for SpI 
in the inhibition of SCD1 transcription by leptin. SpI may also compete with the 
binding of other transcription factors such as AP-1. 
In conclusion, we showed that in HepG2 cells leptin activates a Jak2- ERKl/2 
MAPK-p90RSK pathway, which targets a response element, located in the first 
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297bp on the chicken promoter. Our data strongly suggest that Sp 1 play a rolein 
mediating the inhibitory effect of leptin on SCD 1 transcription. 
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3.6 Discussion 
As previously described by us and others, insulin stimulates SCD l gene 
transcription by 2 folds in HepG2 cells (Waters and Ntambi 1994; Lefevre, Tripon et 
al. 2001; Mauvoisin, Rocque et al. 2007) while leptin reduces it by 0.85 fold. 
Previous works performed in mice also identified leptin as a strong repressor of 
SCDl expression (Cohen, Miyazaki et al. 2002). In Ob/Ob leptin deficient mice, 
SCD 1 is highly express (Cohen, Miyazaki et al. 2002) while injection of leptin 
decreased SCD 1 transcript, protein and activity by more than 60%. Furthermore the 
inhibition of SCD1 by leptin appears to be independent of insulin and SREBP-1c 
actions (Biddinger, Miyazaki et al. 2006). 
The main focus of our study was to characterize the leptin-activated signaling 
pathway that leads to inhibition of SCD 1 transcription in HepG2 cells. In these cells, 
leptin is well known to activate various signaling pathways. Upon binding on its 
receptor, leptin activates PI3KJAkt, Jak2/STAT3 as well as ERK1I2 MAPK pathways 
(Goetze, Bungenstock et al. 2002; Garofalo and Surmacz 2006; Saxena, Sharma et al. 
2007). Leptin can impair insulin signaling or increase insulin resistance in liver by 
reducing the ability of insulin to activate PI3K and ERK1I2 (Cohen, Novick et al. 
1996; Ceddia, Koistinen et al. 2002; Benomar, Wetzler et al. 2005). In our laboratory, 
we have shown that insulin upregulates SCD 1 via PI3K-mTor targeting the 
downstream transcription factors SREBP-1 and NF-Y (Mauvoisin, Rocque et al. 
2007). A previous study revealed that leptin's effect on SCD l was independerit of 
insulin and SREBP-1 (Biddinger, Miyazaki et al. 2006) suggesting that leptin 
response on SCD 1 might act independently of insulin. In our model, we clearly 
showed that leptin is unable to activate Akt while insulin strongly stimulates it 
(Fig.3.2.B). However, leptin stimulates ERK1I2 and its effect is dominant compared 
to the effect of insulin (Fig.3.2.A). This may explain our observations in HepG2 cells 
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(Fig.3.1) as wel1 as those obtained from mice liver showing that in presence of insulin, 
leptin keeps its inhibitory effect on SCO 1 transcription (Biddinger, Miyazaki et al. 
2006). In this case, leptin probably impaired insulin activation of ERK 1/2 by 
reducing Insulin Receptor Substrate's ability to recruit Grb2 (Cohen, Novick et al. 
1996). Tt can appear as a paradox that both hormones are able to activate the ERKI/2 
MAPK pathway while insulin activates SCO 1 transcription and leptin inhibits il. 
However, it is weil known now that the ERKl!2 MAPKs are able to response to a 
large number of stimuli to produce numerous specific cellular outcomes. These 
cellular responses depend on the kinetics of the MAPK activation and/or inactivation 
as weil as on the subcellular localization of the kinases and the availability of 
substrates (Raman, Chen et al. 2007). 
Using a specific pharmaceutical inhibitor for the ERKl!2 MAPK pathway, we 
demonstrated that leptin activates ERKl/2, which in tum inhibits SCOI gene 
expression in HepG2 cells. When ERKl/2 was inhibited, we observed a higher level 
of SCOI expression (Fig.3.3). This might be explained by the fact that even in non­
stimulated culture condition the Ras-MEK1I2-ERKl!2 cascade is overactive in 
HepG2 cells (Tsai, Qiu et al. 2007), which might constitutively repress the level of 
SCDl expression. Interestingly, it has been shown that inhibition of ERKI/2 MAPK 
pathway in HepG2 cells enhances the triglycerides (TG) mass level (Tsai, Qiu et al. 
2007). This increase in TG concentration might be linked to the augmentation of 
SCO 1 expression observed in presence of P098059 since SCD 1 expression is 
correlated with the level of TG in ce Ils (Ntambi and Miyazaki 2004; Chong, Hodson 
et al. 2008). 
Leptin is known to activate the ERK 112 MAPK pathway and STAT3 via a 
Jak2-dependent pathway (Saxena, Sharrna et al. 2007). To deterrnine whether Jak2 is 
implicated in leptin's effect on SCDl expression we used a specific inhibitor of Jak2, 
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Ag490, which abolished its phosphorylation (Fig.3.4.A). Ag490 also significantly 
reduced the leptin stimulatory effect on STAT3 and ERK l/2 phosphorylation. As 
leptin is also able to stimulate STAT3 and ERKl/2 via a Jak2-independent pathway 
(Jiang, Li et al. 200S) it is not surprising that the phosphorylation states of STAT3 
and ERKl/2 were not totally abolished (Fig.3.4.A). However this reduction in 
ERKl/2 stimulation provided by Ag490 was sufficient to totally abrogate the leptin's 
inhibitory effect on SCDl expression (Fig.3.4.B). These results demonstrate that 
leptin-activated Jak2 is also implicated in the inhibition of SCD 1 expression upstream 
ofERKl/2 (Fig.3.S). 
ERKl!2 is activated in the cytosol leading to phosphorylation and activation 
of p90RSK. Once both kinases are phosphorylated, they can translocate into the 
nucleus where they can phosphorylate downstream effectors such as AP-l and SpI 
(Chen, Samecki et al. 1992; Richards, Dreisbach et al. 2001; Taheri and Bazan 2007; 
Anjum and Blenis 200S). Using a specifie inhibitor (Fig.3.5), we demonstrated the 
implication of p90RSK downstream of ERKl/2 in response to leptin. In hepatic 
stellate cells (HSC), a similar pathway had aiso been implicated in the inhibition of 
MMP-l gene transcription in response to leptin (Cao, Mak et al. 2007). 
Using a reporter construct (SCD 1-7), we then showed that leptin acts through 
the first 297bp of the chicken SCDl promoter (Fig.3.6.A). As this reporter construct 
lacks the most 3'IRE (-372 to -297bp; Fig.3.6.A) (Mauvoisin, Rocque et al. 2007), 
our data confirrned the independence of leptin action regarding to the insulin action in 
the regulation of SCD 1 transcription. Analysis of the first 297bp of the chicken 
promoter revealed the presence of consensus binding sites for Sp1 (position -105) and 
AP-l (position -92). Similar consensus binding sites has been also localized in the 
human SCDl promoter: SpI at position -153 and AP-l at position -122bp (Bene, 
Lasky et al. 2001; Zhang, Ge et al. 2001). These observations suggest a similar 
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regulation process in human SCDl promoter (Fig.3.9). 
EMSA experiments using a probe designed between -109 and -S9bp of the 
chicken promoter revealed that leptin action probably requires the binding of the SpI 
transcription factor on this sequence. The binding of Sp 1 was confirmed by the use of 
a specifie inhibitor WP631. In addition, the WP631 totally abolishes the effect of 
leptin on the SCD 1-6 promoter construct confirming a role for Sp 1 in the inhibition 
of SCD 1 transcription by leptin. Sp 1 might compete for the constitutive binding of 
others transcription factors, such as AP-l, inhibiting SCD 1 transcription. In 
agreement with this hypothesis, a role of AP 1 in the constitutive activation of gene 
transcription has been previously demonstrated for various promoters (Newberry, 
Willis et al. 1997; Hall, Vos et al. 1999; Xiao, Hodge et al. 2004). In addition, it was 
shown that activation of the 12(S) lipooxygenase transcription by EGF leads to the 
activation the ERKl/2 MAPK pathway which requires downstream a cooperation 
between AP-l and Sp1 transcription factors in order to activate transcription (Chang 
and Chen 2005). 
Leptin, ERKl/2 MAPK and p90RSK have been shown to target several 
transcription factors includin~ Sp 1 and AP-l (Saxena, Saliba et al. 2003; Chang and 
Chen 2005; Anjum and Blenis 200S). SpI can be phosphorylated in response to 
ERK2 activation leading to its recruitment on the promoter of the ApoAl gene 
(Zheng, Matsubara et al. 2001). This transcription factor has been associated with the 
transcriptional inhibition of various hepatic genes (Mounier and Posner 2006). 
Furthermore, it has been shown that leptin regulates the transcription of the TIMP-l 
and the Pro-opiomelanocortin genes via a mechanism that implies the fixation of Sp 1 
on the promoters and a physical association with STAT3 (Lin, Saxena et al. 2006; 
Yang, Lim et al. 2009). In the case of SCDl, leptin may inhibit SCDl transcription 
by increasing the binding of Sp 1 on the promoter. A role of STAT3 remains however 
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to be established as well as a role of ERKl/2 and p9üRSK in directly targeting these 
transcription factors on the SCD 1 promoter. 
In conclusion our study showed that in hepatocytes, leptin regulates SCD 1 
gene expression by inhibiting its level of transcription. Leptin activates a pathway 
implicating the kinases Jak2-ERKl/2 and p9üRSK. This pathway target a response 
element located within the first 297bp op. the chicken promoter independent of the 
IRE. Our data also suggest a key role for Sp l in mediating leptin effect on SCD 1 
transcription. Presence of leptin increases SpI binding which might compete with 
other transcription factors leading to inhibition of SCD 1 transcription. Our study 
provided a new link between lipogenic gene expression and the leptin stimulating 
pathway which are both involved in diseases such as obesity and cancer (Fig.3.8). 
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3.8 Figure legends 
Figure 3.1: Effect of insulin and leptin on SCDl expression in HepG2 cells: 
A. HepG2 cens were plated and serum starved 24h before transfection with the 5' ­
flanking region of the SCD 1 gene linked to luciferase. Cells were transfected using 
Fugene HD ( 1.5 !-Ag/plate) with the human (left graph) or the chicken SCD l promoter 
(right graph) and with pRSV-~Gal construct (0.5 !-Ag/plate) as described under 
"material and methods". cens were incubated for an additional 24h in either serum­
free medium (white bars) or in the same medium containing 100nM insulin (gray 
bars) or 7ünM leptin (black bars) or both hormones (hatched bars). Values represent 
luciferase activity normalized by ~-galactosidase activity per milligram of soluble 
protein. Luciferase activity is expressed as a percentage of the activity measured in 
non-stimulated cens. The results are the means ± Standard Deviation (S.D.) of 
multiple independent experiments. B & C: HepG2 ceIls were plated and serum 
starved for 24h and incubated for an additional 24h with insulin and leptin as 
described in A. B: Total RNA was then extracted as described under "material and 
methods" and SCDl mRNA was evaluated by qPCR using HPRT as standard. 
Results were expressed as a percentage of SCDl mRNA in basal condition ± S.D. 
The results are the means of three independent experiments. C. Cells were lysed, and 
extracted proteins were resolved on SDS-PAGE and immunoblotted with either an 
anti-SCDl antibody (top panel) or anti-GAPDH (bottom panel). The graph represents 
quantification by densitometry of the Western blots. SCDI signais were normalized 
to GAPDH. The results are the means ± S.D. of multiple independent experiments. * 
and § p<O.OS. 
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Figure 3.2: Effect of insulin and leptin on phosphorylation of ERlO!2 and Akt in 
HepG2 cells: 
A- HepG2 cells were incubated for vanous time intervals in either serum-free 
medium or in the same medium containing 1OOnMinsulin or 70nM leptin or a 
combination of both hormones. Cells were lysed, and extracted proteins were 
resolved on SDS-PAGE and immunoblotted with either an anti-phospho-ERKl/2 
antibody (top panels) or anti-ERK1/2 (bottom panels). The Western blot signaIs were 
quantified by densitometry and normalized to ERK1I2. The results are the 
means ± S.D. of three independent experiments. * p<0.05 Insulin treated cells 
compared insulin and leptin-treated cells. B- Cells are treated as described above. 
Cells lysates are then submitted to immunoblot with either an anti-phospho-Akt 
antibody (top panels) or anti-Akt (bottom panels). The depicted autoradiographies are 
represented of three independent experiments. 
Figure 3.3: Effect of PD98059 on insulin-mediated activation and leptin­
mediated inhibition of SeD! gene expression in HepG2 cens: 
A. HepG2 cells were transfected with SCDI-1 (upper graph) or SCDl-6 (bottom 
graph) and treated with 100nM insulin (gray bars) or 70nM leptin (black bars) or 
both hormones (hatched bars) or not (white bars) as described in Fig.3.!. Prior to 
hormonal stimulation, cells were treated for 30 min with the vehicle (0.1 % DMSO) or 
50!J.M PD98059. Right section values represented luciferase activity normalized by ~­
galactosidase activity per milligram of soluble protein. Left section, reporter gene 
used in this experiment. Results are expressed as a percentage of the activity 
measured in non-stimu1ated cells transfected with the corresponding construct and 
incubated with vehicle only. They are the mean ofat least three separate experiments 
± S.D. * p<0.05 insulin and lep tin stimulated versus non-stimulated cells. Section 
sign p<0.05 comparing insulin stimulated activities to insulin pre-treated with 
PD98059 stimulated activities. B. HepG2 cens were transfected with the human 
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SCDl promoter and treated with 100nM insulin (gray bars) or 70nM leptin (black 
bars) or not (white bars) as described in Fig.3.\. Prior to hormonal stimulation, cells 
were treated for 30 min with the vehicle (0.1 % DMSO) or 50lAM PD98059. The 
results are the means ± S.D. of three independent experiments. e & D. HepG2 cells 
were treated as described in Fig.3.3B. C. Total RNA were then extracted and SCD 1 
mRNA level was evaluated by qPCR as described in Fig.3.IB. D. As described in 
Fig.3.IC extracted proteins were resolved on SDS-PAGE and immunoblotted with 
either an anti-SCDl antibody (top pane!) or anti-GAPDH (bottom pane!). The graph 
represents quantification by densitometry of the Western blots. SCDl signais were 
nonnalized to GAPDH. E. HepG2 ceIls were pre-treated as described in Fig.3.3C and 
30 min after insulin or leptin stimulation, cel1s were Iysed, and extracted proteins 
were resolved on SDS-PAGE and immunoblotted with either an anti-phospho­
ERKl/2 antibody (top panel) or anti-ERKl/2 (bottom panel). The results are 
representative of multiple independent experiments. 
Figure 3.4: Effect of Ag490 on leptin-mediated SeD! expression: 
A. HepG2 celis were treated for 30 min with leptin with a prior incubation of 30 min 
with either the vehicle (0.1% DMSO) or 30~tM Ag490. Cells were Iysed, and 
extracted proteins were resolved on SDS-PAGE and immunoblotted with anti­
phospho-Jak2, anti-phospho-STAT3, anti-phospho-ERKl/2, antibody (top panels), 
anti-Jak2, anti-STAT3, anti-ERKl/2 antibody (bottom panels). The resu1ts are 
representative of three independent experiments. The graph represents quantification 
by densitometry of Western blots. Phospho-signals were nonnalized to the total­
signais. B. HepG2 cel1s were pre-treated as described in Fig.3.4.A and stimulated 
with leptin for 24h. Cells were Iysed, and extracted proteins were resolved on SDS­
PAGE and immunoblotted with anti-SCDl antibody (top panel) or anti-GAPDH 
antibody (bottom panel). Left section the Western blot signais were quantified by 
densitometry and nonnalized to GAPDH. The results are the means ± S.D. of multiple 
133 
independent experiments. * and § p<O.05. C. HepG2 cells were treated as described 
in Fig.3.3A. Then cel1s were 1ysed, and extracted proteins were resolved on SDS­
PAGE and immunoblotted with either an anti-phospho-STAT3 antibody (top panel) 
or anti-STAT3 (bottom panel/ The results are representative of multiple independent 
experiments. 
Figure 3.5: Effect of SL010l on leptin-mediated SCDl expression: 
A. HepG2 cells were treated for 30 min with 1eptin with a prior incubation of 3h with 
either the vehicle (0.1 % DMSO and 0.1 % Methanol) or SO""M PD980S9 or 100""M 
SL0101. Cells were lysed, and extracted proteins were resolved on SDS-PAGE and 
immunoblotted with either an anti-phospho-ERK1I2 antibody (top pane!) or anti­
ERKl/2 antibody (bottom panel). The results are representative of three independent 
experiments. B. HepG2 cells were treated for 30 min with leptin with a prior 
treatment of 30 min with either the vehicle (0.1 % DMSO) or SO""M PD980S9 or 
30""M Ag490. Cells were lysed, and extracted proteins were resolved on SDS-PAGE 
and immunoblotted with either an anti-phospho-p90RSK antibody (top panels) or 
anti-p90RSK antibody (bottom panels). The Western blot signaIs of Phospho­
p90RSK were quantified by densitometry and normalized by the p90RSK signaIs 
(graphs). The results are the means ± S.D. of at least three independent experiments. 
C. HepG2 cel1s were treated for 30 min with leptin with a prior incubation of 3h with 
either the vehicle (0.1% Methanol) or 100""M SLOIOl. Cells were lysed, and 
extracted proteins were resolved on SDS-PAGE and immunoblotted with either an 
anti-phospho-p90RSK antibody (top pane!) or anti-p90RSK antibody (bottom panel/ 
The results are the means ± S.D. of at least three independent experiments. The graph 
represent the densitometry analysis D. HepG2 cells were treated for 24h with leptin 
with a prior incubation of 3h with either the vehicle (0.1 % DMSO) or 100~lM 
SL0101. Cells were lysed, and extracted proteins were resolved on SDS-PAGE and 
immunoblotted with either an anti-SCD1 antibody (top panel) or anti-GAPDH 
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antibody (bottom panel). The Western blot signais of SCD 1 were quantified by 
densitometry and normalized by GAPDH signaIs. The results are the means ± S.D. of 
three independent experiments. § p<O.OS comparing leptin stimulated expression of 
SCD 1 to leptin stimulated cells pre-treated with SLû 1û1. 
Figure 3.6: Effect of leptin on the most 3'IRE of SCDl promoter 
A. Using the same procedure described in Fig.3.1, HepG2 cells were transfected with 
SCDl-6 (upper graph) or SCDl-7 (bottom graph). Then cells were incubated for an 
additiona1 24h in either serum-free medium (white bar) or in medium containing 
1ûûnM insulin (gray bar) or 7ûnM leptin (black bar). Right section, values represents 
luciferase activity normalized by ~-galactosidase activity per milligram of soluble 
protein. Results were expressed as previously described in Fig.3.1. * p<O.OS 
comparing insu lin and leptin-stimu1ated activities of SCD 1-6 and SCD 1-7 to non 
stimulated activities. Left section represents the reporter gene used in this experiment: 
The number on the left of the construct indicates the S'-end of the fragment in 
nuc1eotides relative to the major start site for transcription indicated by +1. The 
results are the means ± S.D. of three independent experiments. B. Schematic 
representation of SCD 1-6 and SCD 1-7 constructs. Consensus binding sites for 
transcription factors are represented. 
Figure 3.7: Analysis of the DNA binding activity of the nuclear proteins from 
leptin-treated cells on the chicken SCDl promoter: 
A. Nuclear extracts were prepared from HepG2 cells treated or not with 7ûnM leptin.. 
5!J.g of these extracts were incubated with a J2P-labeled doub1e-stranded fragment of 
the SCD1 promoter containing Sp1 and AP-1 putative binding site. Probe containing 
the transcription factor consensus binding sites (with or without mutation) is 
indicated on the bottom of each gel. The major DNA-protein complexes are 
designated by the arrows. A representative autoradiography of three separate 
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experiments is depicted. B. Lefl panel: Nuclear extracts were prepared from HepG2 
cells treated with 70nM leptin. The experiment was performed as described in 
Fig.3.7A at the exception that alto 12 molar excess of the unlabelled Sp1-Ap1 probe 
was added to the reaction containing the nuclear extract and 32P-labeled probe. Right 
panel: The experiment was performed as described in Fig.3.7A at the exception that 
prior to incubation with the hormone, cells were treated for 30 min with the vehicle 
(0.1 % DMSO) or SOIAM PD98059. C. The experiment was performed as described in 
Fig.3.7A at the exception that prior to incubation with the hormone, cells were treated 
for 1h with the vehicle (0.1 % DMSO), 0.1 or 1 f!M WP631. A representative 
autoradiography of three separate experiments is depicted. D. Using the same 
procedure described in Fig.3.1, HepG2 cells were transfected with SeDl-6. Then 
ceUs were incubated for an additional 24h in either serum-free medium (white bar) or 
in medium containing leptin (black bar). Prior incubation of the cel1s with the 
hormones, cells were pre-treated for 1h with either vehicle (0.1 % DMSO) or 1 f!M of 
the Sp1 inhibitor WP631. Values represent luciferase activity normalized by ~­
galactosidase activity per milligram of soluble protein. Results were expressed as 
previously described in Fig.3. 1 and are the means ± S.D. of three independent 
experiments. *p<O.05 comparing leptin-treated to untreated cells. 
Figure 3.8: Schematic representation of the regulation of SeDt gene 
transcription in hepatic ceUs: 
The top part of the figure illustrates the signaling pathway implicated in the leptin and 
in the insulin regulation of SeD1 gene transcription. The large gray arrow represents 
the promoter where the different S'-deletions created from it are indicated. The lower 
part represents the transcription factors implicated in the regulation of seD1 gene 
transcription in liver in response to activation of the indicated signaling pathway. 
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Figure 3.9: Schematic representation of the most 3' region of the human and the 
avian SCDl promoter: 
The rightward pointing arrows indicate the transcription start sites. The core sequence 
of putative transcription-factors binding sites are boxed and notated above the 
sequence. Underlined sequences indicate the probes used in the EMSA experiment in 
Mauvoisin, Rocque et al. 2007 and in the present study. Modified from (Zhang, Ge et 
al. 2001; Mauvoisin, Rocque et al. 2007) 
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Figure 3.4 
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Avant propos 
Les travaux sur les modèles animaux déficients en SCD 1 suggèrent fortement 
un rôle de SCD 1 et de la delta-9-désaturation dans le développement du TA et de 
l'obésité. Notons que de nombreuses études cliniques ont aussi montré une altération 
dans la composition en acide stéarique (C 18:0), le principal substrat de SCD 1, dans le 
tissu adipeux de patients obèses et obèses morbides. Ces patients sont souvent 
atteints du syndrome métabolique. Notre étude vise à évaluer le rôle de la delta-9­
désaturation dans l'expansion du tissu adipeux chez des patientes ne présentant pas de 
syndrome métabolique. 
J'ai été impliqué dans toutes les facettes de ce projet mis à part la partie 
purement clinique: les biopsies de TA, les analyses DEXA ainsi que les profils 
lipidiques plasmatiques ont été réalisées dans l'unité de Gynécologie de l'Université 
Laval. Les patientes impliquées dans cette étude ont été sélectionnées par Maude 
Caron-Job in qui a réalisé les questionnaires alimentaires (TabxA.l, 4.2 & FigA.l). 
L'équipe du Dr. Tchemof a réalisé les analyses en chromatographie en phase gazeuse. 
Avec l'aide du Dr. Alain Veilleux j'ai réalisé les analyses des niveaux d'expression 
de SCDl et de ERKl/2 (FigA.3). En collaboration avec Maude Caron-Jobin, nous 
avons réalisé les comparaisons du profil alimentaire (TabA.2) et du profil lipidique 
(TabA.3) des patientes obèses et non obèses ainsi que les analyses de corrélations de 
la cohorte de patientes (TabAA & FigA.2). Le manuscrit a été rédigé par Maude 
Caron-Jobin et moi-même en étroite collaboration avec le Dre. Catherine Mounier et 
le Dr. André Tchemof. 
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4.1 Résumé 
Contexte: Le contenu en acide stéarique (C 18 :0) et le produit de desaturation de la 
stéaroyl-CoA désaturase (C18:1 n-9) semblent être modifiés lors de l'obésité. 
Objectif: Examiner la composition en acide gras et le niveau d'expression de SCD1 
(ARNm et protéine) dans le TA abdominal sous-cutané (SC) et viscéral (omental, 
OM) chez la femme. 
Méthodes: La composition en AG a été déterminée par chromatographie en phase 
gazeuse dans le TA SC et aM dans deux sous groupes de femmes présentant de petits 
ou de grands adipocytes omentaux. Des échantillons de 10 patientes supplémentaires 
ont permis de mesurer le niveau d'expression de SCDl (ARNm et protéines) ainsi 
que le niveau de phosphorylation et d'expression d'ERKl12. 
Résultats: Le taux de C18:0 est significativement plus faible dans le tissu aM des 
femmes présentant de large adipocytes omentaux comparé aux femmes avec une 
adiposité similaire mais de plus petits adipocytes omentaux (2.37±0.45 vs. 2.75±OJO 
mg/lOOg de tissu adipeux respectivement p::S0.05). Le contenu en C18:0 du tissu OM 
est négativement corrélé avec la surface de tissu adipeux viscéral (r=-0.44, p=0.05) et 
du taux de triglycérides (r=-0.56, p<O.OS). Le contenu en C18:0 du TA SC est 
négativement corrélé avec la masse de gras total (r=-0.48, p<0.05) et le niveau 
d'insuline à jeun (r=-0.73 , p<O.OOS). L'indice de désaturation (C18:l/C18:0) et le 
niveau d'expression de SCD1 du TA SC sont positivement corrélés avec la masse 
corporel de gras. De plus, les femmes obèses sont caractérisées par une diminution du 
ratio OM/SC du niveau d'expression de SCD1 ainsi que du niveau de 
phosphorylation d'ERKl/2. 
Conclusion: La présence de gros adipocytes et l'augmentation de la masse du tissu 
adipeux dans un compartiment donné sont reliés à un niveau réduitd 'acide stéarique, 
à une augmentation de l'indice de désaturation (C18:1/C18:0), ainsi qu'à une 
augmentation du niveau d'expression de SCD1 chez la femme. Ces altérations sont 
indépendantes de l'apport en AG alimentaire. 
Mots clés: Acide stéarique, indice de désaturation, SCD l, tissu adipeux sous cutané, 
tissu adipeux omental, obésité viscérale. 
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4.2 Abstract 
Context: Subcutaneous adipose tissue stearic acid (18:0) content and stearoyl-CoA 
desaturase-l (SCD 1)-mediated production of oleic acid (18: 1) have been suggested to 
be altered inobesity. 
Objective: To examine fatty acid content and SCD1 mRNAIprotein level in 
abdominal adipose tissues in women. 
Methods: Fatty acid content was determined by capillary gas chromatography in SC 
and OM fat tissues from two subgroups of 10 women with either small or large 
omental adipocytes. Samples from 10 additional women were used to measure SCD 1 
mRNA expression as well as SCD1, total ERK1/2 and phosphorylated ERK1/2 
protein levels. 
Results: The content of 18:0 was significantly lower in üM fat of women with large 
OM adipocytes compared to women with sirnilar adiposity but srnall üM adipocytes 
(2.37±0.45 vs. 2.75±0.30 mg/lOOg adipose tissue respectively, p'::;0.05). üM fat 18:0 
content was negatively related to visceral adipose tissue area (r=-0.44, p=0.05) and 
serum triglyceride levels (r=-0.56, p<0.05) while subcutaneous fat 18:0 content was 
negatively correlated with total body fat rnass (r=-0.48, p<0.05) and fasting insulin 
concentration (r=-0.73, p<0.005). Subcutaneous adipose tissue desaturation index 
(18: 1/18 :0), SCD 1 expression and protein levels were positively correlated with body 
fat mass. Moreover, obese women were characterized by a reduced OMiSC ratio of 
SCDl mRNA, SCD1 protein as weil as phosphorylated ERK1/2. 
Conclusion: The presence of large adipocytes and increased adipose mass in a given 
fat cornpartment is related to reduced stearic acid content, increased desaturation as 
weil as higher SCD 1 expression and protein levels in women. These alterations are 
independent of dietary fat intake. 
Key words: stearic acid, desaturation index, SCD1, subcutaneous adipose tissue, 
omental adipose tissue, visceral obesity. 
153 
4.3 Introduction 
In both men and women, excess accumulation of adipose tissue and 
hypertrophie adipocytes on anatomical structures such as the mesentery and greater 
omentum, also tenned intra-abdominal or visceral obesity, has emerged as critical 
detenninants of obesity-related metabolic disorders eventually leading to insulin 
resistance, type 2 diabetes and cardiovascular disease (Yusuf, Hawken et al. 2005; 
Despres and Lemieux 2006). Specifie features of each adipose tissue compartment 
may help explain the preferential association of visceral fat with cardiometabolic risk 
markers, including adipocyte metabolism, adipokine secretion and tissue 
expandability (Despres and Lemieux 2006). However, a relatively small number of 
studies focused on fatty acid content (Garaulet, Hernandez-Morante et al. 2006; 
Roberts, Hodson et al. 2009). 
Adipose tissue fatty acid composition is thought to ref1ect dietary fatty acid 
intake over a relatively long period. Based on the half-life of adipose tissue fatty 
acids, a temporal relationship of approximately 1-3 years has been proposed (Plakke, 
Berkel et al. 1983; van Staveren, Deurenberg et al. 1986; Hodson, Skeaff et al. 2008). 
Correlations were reported betweendietary polyunsaturated fatty acids (PUFA) 
intake and their content in subcutaneous (SC) adipose tissue (Popp-Snijders and 
Blonk 1995; Garaulet, Perez-Llamas et al. 2001; Baylin, Kabagambe et al. 2002; 
Knutsen, Fraser et al. 2003; Baylin, Kim et al. 2005; Lopes, Ara et al. 2007; Roberts, 
Hodson et al. 2009). However, discrepancies have been noted for the association 
between dietary intake and fat tissue content of saturated fatty acids (SFA), in 
particular for 14:0, 16:0 or 18:0 and monounsaturated fatty acids (MUFA) (Hodson, 
Skeaff et al. 2008; Roberts, Hodson et al. 2009). 
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Regarding regional differences in adipose tissue fatty acid composition, fatty 
acid composition of femoral, abdominal and upper arrn fat appears to be similar 
(Hodson, Skeaff et al. 2008). However, a few studies reported smalt (2-10%) but 
significant differences in the proportions of saturated (SFA) and monounsaturated 
(MUFA) between those sites (Malcom, Bhattacharyya et al. 1989; Hodson, Skeaff et 
al. 2008). Furthermor.e, studies comparing SC and visceral adipose tissue have 
demonstrated a higher proportion of MUFA in the former compared to the latter, and 
the increase in MUFA occurred at the expense of SFA content, suggesting a 
desaturation process. However, available information is incomplete since most 
studies examined SC adipose tissue obtained from only one site irrespective of other 
compartments (Hodson, Skéaff et al. 2008). 
Stearate (18 :0) is one of the most abundant dietary SFA in the western diet 
(Sampath and Ntambi 2005; Sampath, Miyazaki et al. 2007). This fatty acid can also 
be synthesized by elongation of palmitate (16:0) (Sampath and Ntambi 2005). The 
18:0 content of adipose tissue and the 18:0/16:0 ratio (elongation index) were 
recently shown to be inversely correlated with body mass index (BMI) and SC 
adipocyte cel1 size in humans (Roberts, Hodson et al. 2009), although this finding is 
not unanimous (Garaulet, Hernandez-Morante et al. 2011). A positive relationship 
between adipose tissue 18:0 content and insulin sensitivity measured by the HOMA­
IS was also reported (Roberts, Hodson et al. 2009). Although the 18:0 fatty acid has 
multiple fates such as elongation, oxidation or esterification, it is the major substrate 
for Stearoyl-CoA Desaturase-l (SCDl) (Sampath, Miyazaki et al. 2007). 
SCD 1 catalyzes the insertion of a double bond between carbons 9 and 10 of 
palmitate and stearate, converting them to palmitoleate and oleate respectively 
(Sampath, Miyazaki et al. 2007). A recent study in human adipocytes showed that up­
regulation of de novo lipogenesis (DNL) was accompanied by increased elongation 
and desaturation, which channels newly synthesized SFA to oleic acid (Collins, 
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Neville et al. 2010). Studies in SCD 1 null mice showed that animaIs are lean and 
protected from diet-induced obesity as well as insulin resistance (Sampath, Miyazaki 
et al. 2007). In humans, Roberts et al. showed that subjects with a lower 18:1118:0 
ratio (desaturation index) had a lower BMI and reduced SC adipocyte cell size 
(Roberts, Hodson et al. 2009). 
Adipocyte differentiation is orchestrated by numerous transcription factors 
such as CIEBP family members and SREBP-l c (sterol regulatory element-binding 
protein-lc) (Otto and Lane 2005; Mauvoisin and Mounier 2011). MAPK and ERKl/2 
constitute key factors in this process. ERKI null mice have reduced adipose tissue 
mass and adipocyte number (Bost, Aouadi et al. 2005). The MAPK ERK 1/2 pathway 
was shown to be involved in the activation of the CIEBP family members (Hu, Roy et 
al. 2001; Tang, Gronborg et al. 2005) and represents an early component of 
adipogenesis (Hu, Roy et al. 2001; Tang, Gronborg et al. 2005). Hence, high ERK 1/2 
phosphorylation rates in adipose tissue may reflect a high potential of this tissue to 
initiate adipocyte differentiation. Activation of the adipogenic program coordinates 
the expression of lipogenic genes including SCDl to initiate and maintain adipocyte 
functions such as glucose uptake, lipids synthesis and storage (Mauvoisin and 
Mounier 2011). Recent studies have shown that SCDl knockdown impairs insulin­
stimulated glucose uptake in human adipocytes (Collins, Neville et al. 2010). 
Despite the prevalent idea that fatty acid composition of adipose tissue reflects 
, 
dietary fat intake, no clear answer has been provided on regional differences in stearic 
acid content, and how it relates to obesity or visceral obesity. The present study was 
designed to examine the fatty acid content of SC and omental (OM) adipose tissue in 
women. We tested the hypothesis that adipose tissue 18:0 content would be reduced 
in expanded fat compartments with large adipocytes. This would occur with an 
increase of the desaturation index and SCDl expression. 
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4.4 Subjects, material and methods 
4.4.1 Subjects 
Women of this study were recruited through the elective surgery schedule of 
the Gynaecology Unit of the Laval University Medical Center. The study was 
approved by the Medical Ethics Committees of Laval University Medical Center. Ali 
subjects provided written infonned consent before their inclusion in the study. We 
selected a subsample of 20 women to be included in two subgroups of 10 women 
with either small (n=10) or large (n=10) üM adipocytes but individually matched for 
age, total body fat mass and SC adipocyte size. Women of the study elected for total 
abdominal hysterectomies, sorne with bilateral salpingo ovariectomy (n=9). Reasons 
for surgery included one or more of the following: myomalfibroids (n=14), 
menorrhagia/menometrorrhagia (n=9), benign cyst (n=6), incapacitating 
dysmenorrhea (n=4), endometriosis (n=4), chronic pelvic pain (n=3), endometrial 
polyp (n=2), incapacitating premenstrual syndrome (n=I), hydatid of Morgani (n=l) 
or corpus luteum (n=I). SCDl mRNA expression as weil as SCD1 and ERKl/2 
protein levels were measured in an additional subsample of 10 women. These women 
were aged 40.1 to 58.9 years (mean age 48.70±5.96 years), had an average BMI of 
27.6±6.1 kg/m2 (range 19.3 to 36.6 kg/m2). They also elected for total abdominal 
hysterectomies, sorne with bilateral salpingo ovariectomy (n=9). Reasons for surgery 
included myomalfibroids (n=7), menorrhagialmenometrorrhagia (n=5), ovarian cyst 
(n=I), endometriosis (n=l) and endometria1 polyp (n=l). 
4.4.2 Dietary data 
Dietary intakes were assessed using a validated food frequency questionnaire 
(FFQ) (Goulet, Nadeau et al. 2004) containing 91 food items available in the Quebec 
City area and reflecting Canadian eating habits. Participant were questioned about the 
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amount and frequency intake of items among the following food groups: vegetables; 
fruits; legumes; nuts and seeds; cereals and grain products; milk and dairy products; 
meat/processed meat; poultry; fish; eggs; sweets; oil and fats; fast foods and drinks. 
4.4.3 Body fatness and body fat distribution measurements 
Dual-energy X-ray absorptionmetry was used to measure total body fat mass 
and lean body mass. We used a Hologic QDR-2000 densitometer and the enhanced 
array whole-body software V5.73A (Hologic, Bedford, MA). Computed tomography 
was used to measure the SC and visceral adipose tissue cross-sectional areas using a 
GE Light Speed 1.1 CT scanner (General Electric Medical Systems, Milwaukee, WI) 
as described (Deschenes, Couture et al. 2003). 
4.4.4 Plasma lipid-lipoprotein measurements 
After 12h of fasting on the moming of surgery, blood samples were obtained. 
A Technicon RA-analyzer (Bayer, Etobicoke, Canada) and enzymatic methods were 
used to measure cholesterol and triglyceride levels in plasma. Plasma VLDLs were 
isolated by ultracentrifugation, and the HDL fraction was obtained by precipitation of 
the LDLs from the infranatant with heparin and MnCh (Gidez, Miller et al. 1982). 
The cholesterol content of the infranatant was measured before and after precipitation, 
and LDL cholesterol concentration was calculated by difference. 
4.4.5 Adipose tissue sampling 
SC and üM adipose tissue samples were collected at the site of the surgical 
incision (lower abdomen) and at the distal portion of the greater omentum 
respectively and immediately carried to the laboratory. Adipocyte Isolation was 
perforrned by collagenase digestion of a portion of the fresh adipose tissue sample. 
Average ceU populationdiameters were measured by image analysis (Tchemof, 
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Belanger et al. 2006). Remaining tissue was frozen in liquid nitrogen and stored at ­
SO°C for subsequent analyses. 
4.4.6 Fatty acid profile 
Adipose tissue totallipids were extracted, fatty acids were methy1ated and the 
fatty acid profile of each sample was determined by capil1ary gas chromatography. 
Fatty acids were identified according to their retention time in the column, using a 
standard mixture of 43 fatty acids as a basis for comparison (FAME 37 mix, Supelco, 
Bel1efonte, PA), the C15:0 fatty acids, as wel1 as the fol1owing fatty acids: C22:5 w6 
(Larodan AB Malmo, Sweden), C22:5 w3 (Supelco), C22:5 w3 cis-12, and the 
mixture of31 fatty acid GLC-4ll (NuChek Prep, Elysian, MN), C14:l trans-9, C16:l 
trans-9 and isoforms of C18:1 (cis-6, cis-ll, cis-12, cis-13-trans-6, trans-11) 
(Supelco). Results were expressed as grams (g) of fatty acidsll OOg of adipose tissue 
(Counil, Julien et al. 2009). 
4.4.7 Messenger RNA expression and protein levels 
Total RNA was isolated from SC and OM adipose tissues, tested for quality 
and concentration and used in cDNA synthesis as described (Blouin, Nadeau et al. 
2009). Real-time cDNA amplification was performed in triplicate using the 
LightCycler 480 (Roche Diagnostics, IN, USA) and the SYBR Green l Master 
(Applied Biosystems, CA, USA) as described (B10uin, Nadeau et al. 2009). Target 
gene amplifications were normalized using expression levels of the following 
housekeeping genes: hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1 (HPRT1), 
ATP synthase 0 subunit (ATP50), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD). 
Associations observed in the present analyses were not attributable to housekeeping 
gene variation. Primer sequences were (sense/anti-sense): 
for SCD1 5'-CTCCACTGCTGGACATGAGA-3'1 
5'-AATGAGTGAAGGGGCACAAC-3, 
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for ATPase50: 5'-ATTGAAGGTCGCTATGCCACAG-3'/
 
5'-AACGACTCCTTGGGTATTGCTTAA-3';
 
for HPRTl: 5'-AGTTCTGTGGCCATCTGCTTAGTA G-3'/
 
5' -AAAAAACAATCCGCCCAAAGG-3;
 
and for G6PD: 5' -GATGTCCCCTGTCCCACCAACTCTG-3'/
 
5'-GCAGGGCATTGAGGTTGGGAG-3'.
 
4.4.8 Western blot analyses 
Tissues were homogenized in Tris buffer (pH 7.4) with sucrose, EDTA, 
proteases and phosphatases inhibitors. Excess fat was removed by centrifugation at 
1000g. Homogenates were centrifuged at 150000g for 90 min, and the supematant 
was recovered and stored at -sooe until analyzed. Protein concentration was 
determined using the BioRad protein assay (BioRad, Mississauga, ON). FortY Ilg 
protein were mixed with 6x Laemmli sample buffer (2% SDS, 2% l3-mercaptoethanol, 
10% v/v glycerol and 50 mgIL bromophenol blue in 0.1 M Tris-HCl buffer, pH 6.S), 
heated at lOO°C for 5 min, subjected to SDS-PAGE and then transferred to 
Immobilon-P membranes for immunoblotting. Membranes were incubated for 1h in 
blocking buffer (1X TBS, 0,1 % Tween-20: TBST) containing 5% milk and then 
ovemight in a buffer containing 5% BSA and various antibodies raised against SCD1 
(1/5000) (generous gift from Dr. 1. Ozols, Farmington, CT), phospho-ERK1/2 (Thr­
202; Tyr-204) (111000), total ERlO!2 (1/1000) or GAPDH (112500) (ceH signaHing 
technology, Danvers, MA). After three washes in TBST, membranes were incubated 
at room temperature in TBST with an anti-Rabbit IgG binding to horseradish 
peroxidase (1110000) (Biorad). SignaIs were revealed using ECL-plus detection 
reagent (Roche Diagnostics, Laval, PQ). The appropriate bands were quantified using 
the phospho-imager system (Molecular imager FX, Biorad) (Mauvoisin, Prevost et al. 
2010). 
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4.4.9 Statistical analyses 
Student's t tests were used to compare the characteristics of the subjects, 
dietary intakes and adipose tissue fatty acid profile between the two subgroups of 
women matched for adiposity but showing small or large OM adipocytes. Pearson 
correlations were perforrned to quantify associations of adipose tissue fatty acids with 
anthropometric, adiposity or blood lipid values. Pearson correlations were computed 
to quantify associations between SCD1 mRNA expression or protein level in adipose 
tissue and other variables of interest. Statistical analyses were performed using JMP 
7.0 software (SAS Institute, Cary, NC). 
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4.5 Results 
Characteristics of women with small (n= 10) or large OM adipocytes (n= 10) 
are shown in Table 1. By design, the subgroups had similar total body fat mass, lean 
body mass and waist circumference. However, OM adipocyte size was higher in 
women with large OM adipocytes (p<O.OOOl). Although total adipose tissue areas 
were similar for both groups of women, those with large OM adipocytes had higher 
visceral adipose tissue area and triglyceride levels. 
Table 4.2 shows dietary data of the subjects. Women were eating on average 
2084 kcaVday. Women in both groups had a similar dietary intake in terms of energy, 
macronutrients, and fiber. Both groups consumed the same amount of 16:0, 16: l, 
18:0 and 18: 1 fattyacids. 
Figure 4.1 shows a comparison of fatty acid content in the diet (left pane!) and 
in SC or OM adipose tissue (right pane!). On a relative basis, adipose tissue fatty acid 
composition of both the SC and OM compartment was strikingly similar to dietary 
fatty acid intakes. The relative content of the main fatty acids, namely 18: l, 16:0, 
18:2 and 18:0, were also similar. Positive associations were found between 14:0 and 
20: 1 fatty acid intakes and their content in SC (r=0.49, p~0.03) or OM (r=0.47, 
p~0.04) adipose tissue content respectively. Positive trends were also observed 
between 18:2 fatty acid intake and their content in SC and OM adipose tissues 
(r=0.42, p=0.06; r=0.40, p=0.08 respectively). Other dietary fatty acids were not 
correlated with their counterparts in adipose tissue. 
Adipose tissue fatty acid composition of the subgroups with small vs. large 
OM adipocyte is shown in Table 4.3 Women with large OM adipocytes had 
significantly lower 18:0 content in OM adipose tissue. Similarly, women with large 
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OM adipocytes had a lower 18:0/16:0 ratio. The desaturation index (18:1/18:0 ratio), 
was higher in women with larger OM adipocytes. 
Table 404 shows the correlation coefficients between measures of 16:0, 18:0, 
elongation or desaturation, and adiposity or blood lipid values. Measures of overall 
adiposity such as the BMI and total body fat mass were inversely correlated with 18:0 
content in SC adipose tissue. SC adipose tissue area tended to be negatively 
associated with 18:0 content in the same depot. Furthermore, SC adipocyte size was 
also inversely correlated with the elongation index, again in SC adipose tissue. BMI 
and SC adipose tissue area were positively associated with the desaturation index in 
the SC compartment, while a positive trend was observed with total body fat mass. 
When examining visceral adiposity, a higher visceral adipose tissue area was 
associated with a lower 18:0 content and a higher desaturation index in the OM depot. 
Plasma cholesterol concentration tended to be associated with the 18:0 content ofOM 
adipose tissue. Furthermore, LDL-cholesterol levels were found to be inversely 
correlated with the elongation index in the SC depot. Triglyceride concentrations 
were negatively associated with the 18:0 content and elongation index, and positively 
associated with desaturation in üM fat. Finally, fasting insulin was negatively 
correlated with the 18:0 content, elongation and desaturation in SC fat. 
Significant positive associations between SCDl mRNA expression or protein 
levels in SC adipose tissue and body fat mass were observed (Figo4.2). 
Figure 4.3 shows the OM/SC ratio of SCDl mRNA (panel A) and protein 
(panel B) levels as weil as the ratio of total and phosphorylated ERK1I2 (p-ERK1I2) 
in normal weight or overweight women (BMI<30kg/m2; n=5) vs. obese women 
(BM~30kg/m2; n=4). Obese subjects were characterized by a reduced OM/SC ratio 
of SCDl mRNA and protein levels as weil as a lower OM/SC ratio of total ERK1I2 
protein and its phosphorylated form (p-ERK1I2). 
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4.6 Discussion 
Obesity-related alterations in adipose tissue fatty acid composition have 
attracted scientific interest recently, as stearate content has been specifically shown to 
be altered in obesity (Roberts, Hodson et al. 2009). The aim of the present study was 
to examine fatty acid content of SC and OM adipose tissues in women with or 
without (abdominal) obesity. We tested the hypothesis that adipose tissue IS:0 
content would be reduced in expanded fat compartments with large adipocytes and 
that this wouId be observed with concomitant increases in desaturation and SCD l 
expression. We found that fatty acid content of each adipose tissue compartment was 
relatively similar to that of the diet. However, 18:0 content was reduced in OM fat of 
women with visceral obesity and large OM adipocytes, while overall obesity was 
related to increased SC desaturation as well as SCD l mRNA and protein levels. 
Adipose tissue lS:0 content has previously been studied in relation to obesity, but we 
are the first to address this question with respect to fat distribution. 
Previous studies relating adipose tissue fatty acid composition and dietary 
fatty acids are equivocal. General consensus is that adipose tissue fatty acids reflect 
dietary composition (Hodson, Skeaff et al. 200S). Accordingly, we found that the 
relative content of most fatty acids wassimilar in the diet and adipose tissue. 
However, when examining the correlations between specifie dietary fatty acids and 
their content in adipose tissue, results were less consistent. Only dietary 14:0 and 
20: l were significantly correlated with their counterparts in a given compartment. We 
cannot exclude a type 2 error related to our sample size. The trend for a positive 
association that we found between dietary intake of 18:2 and its content in adipose 
tissue is consistent with previous data (Hodson, Skeaff et al. 2008) showing a 
correlation between dietary PUFAs and their adipose tissue concentration. On the 
other hand, we did not find correlations between trans fatty acid consumption and 
adipose tissue content in adipose tissue. This may be due to new legislation banning 
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trans fat in Canadian foods, which could have lead to an overestimation of trans fat 
intake with our FFQ. Two studies by Garaulet et al. (Garaulet, Perez-Llamas et al. 
2001; Garaulet, Hernandez-Morante et al. 2011) examined adipose tissue and dietary 
fatty acid content. In the first study, 18:1n-9, 16:0 and 18:2n-6 were the most 
abundant adipose tissue fatty acids, matching the results of our study. The same 
group also found that SFAs were more abundant, and MUFA less abundant in 
visceral adipose tissue. We observed opposite results for SFAs and a trend for 
MUFAs. In the second study (Garaulet, Hernandez-Morante et al. 2011), a higher 
16: 1 and 18: 1 content in visceral and SC adipose tissue respectively was reported in 
overweight subjects compared to obese and morbidly obese patients. We did not 
reproduce these findings. Discrepancies could be related to population differences 
such as the degree of obesity, sex or dietary patterns. 
We examined two subgroups of 10 women with either small or large üM 
adipocytes that were matched for age, total body fat mass and SC adipocyte size. No 
difference was observed in the dietary profile of these subgroups. Adipose tissue fatty 
acid composition was also similar, except for 18:0 content, elongation, and 
desaturation index, which were respectively lower and higher in women with large 
üM adipocytes. Results obtained with desaturation (18: 1/18 :0) and elongation 
(18:0/16:0) reflected those obtained with 18:0 alone, as 18:1 and 16:0 contents were 
not related to any measure performed. Recent studies performed in human 
hepatocytes (Chong, Hodson et al. 2008) and human adipocytes (Collins, Neville et al. 
2010) suggest that e10ngation and desaturation of SFAs are coordinately regulated in 
order to produce oleate. Abundance of SFAs is harmful to normal cell function 
(Borradai1e, Han et al. 2006) and higher desaturation rates and SCD 1 expression was 
shown to protect against such lipotoxicity (Busch, Gurisik et al. 2005). This could 
possibly be the ro1e of fatty acid desaturation and/or elongation in adipose tissue of 
women with abdominal obesity and large üM adipocytes. The fact that adiposity is 
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related to the substrate rather than the product of the SCD 1 reaction needs to be 
further investigated. 
The 18:0 content of SC fat has been related to total adiposity (Roberts, 
Hodson et al. 2009). When examining measures of SC or overall obesity such as BMI, 
fat mass, SC adipose tissue area and SC adipocyte size, we found an inverse 
correlation between these measures and 18:0 content in the SC depot. Therefore, 
variables representing the SC depot are correlated to the size of that same 
compartment. This is not in contradiction with our findings in the matched design, 
where SC differences were not apparent. When examining OM 18:0 content in a 
matched design so that differences in visceral adipose tissue are emphasized, lower 
OM 18:0 content is observed in women with visceral obesity and large OM 
adipocytes. However, when focusing on the SC 18:0 content in relation to overall 
obesity, a correlation is also observed between body fat mass and 18:0 content in SC 
adipose tissue. 
SCD 1 is the enzyme that introduces a single double bound between carbons 9 
and 10 of the 18:0 fatty acid, converting it to oleate (Ntambi, Miyazaki et al. 2004). 
In our study, we found positive correlations between SC desaturation (18: 1118:0), an 
indirect measureof SCD1 activity, and BMI as weil as SC adipose tissue area. When 
focusing on the visceral depot, we also found a positive correlation between 
desaturation and visceral adipose tissue area. Results of the SCD1 mRNA and protein 
analyses were consistent with these findings. Indeed, we observeda positive 
correlation between SCDl mRNA expression/protein levels and total body fat mass 
in the SC depot. Accordingly, the OMISC ratio of SCD1 and mRNA was lower in 
obese individuals. These results are consistent with a recent study by MacLaren et al. 
(MacLaren, Cui et al. 2010) in obese women where higher SCD1 expression in SC 
compared to OM fat was associated with increased DGAT2 expression. This suggests 
that enhanced fat storage in the SC depot is associated with increased SCD1 
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expression and activity. In agreement with our observations, other studies confirm a 
role for SCD1 in the adipose tissue fat storage (Sampath and Ntambi 2005; Man, 
Miyazaki et al. 2006; Sampath, Miyazaki et al. 2007) . 
The activation of ERKl/2 is an early event of adipocyte differentiation 
(Boney, Gruppuso et al. 2000; Bost, Caron et al. 2002; Bost, Aouadi et al. 2005; 
Aouadi, Binetruy et al. 2006). Consistent with the study of Laviola et al. (Laviola, 
Perrini et al. 2006), we observed higher ERKl/2 expression as weil as an increase in 
its phosphorylation state in aM vs. SC adipose tissue of non-obese compared to 
obese women, as shown by the altered aM/SC ratio for this variable. This indirectly 
suggests that the capacity for adipoéyte diff~rentiation may be impaired in aM 
adipose tissue of obese women. 
Limitations of the study should be taken into consideration. The cross­
sectional nature of the design prevents us to establish cause-and-effect relationships. 
The use of a FFQ can also be seen as a limitation. However, since the fatty acid 
intake wasgenerally well-represented in adipose tissue, we suggest that the 
questionnaire was representative, at 1east for lipid composition. Further studies are 
needed with a larger pool of subjects as weil as male participants. 
In conclusion, our study demonstrates that in women, the presence of large 
adipocytes and increased adipose mass in a given fat compartment is related to 
reduced stearic acid (18:0) content, incteased fatty acid desaturation as well as higher 
SCD1 expression. This is also associated with an altered fat depot distribution in 
ERKl/2 expression and activation. These alterations are independent of dietary fat 
intake and suggest that SCD1 desaturation process in SC adipose tissue exerts a 
protective effect from metabolic disorders. 
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4.8 Tables
 
Table 4.1 : Characteristics of the subjects.
 
Characteristics Smalt omental Large omental p 
adipocytes (n=10) adipocytes (n=10) 
Age (yrs) 47.3 ± 3.9 47.7 ± 3.3 0.81 
Weight (kg) 71.8 ± 12.0 71.0 ± 14.9 0.65 
BMI (kg/m2) 26.4 ± 4.7 27.4 ± 5.2 0.65 
Waist circumference (cm) 91.5 ± 11.2 96.0 ± 12.7 0.38 
Total body fat mass (kg) 27.3 ± 7.6 26.7 ± 7.8 0.74 
Lean body mass (kg) 43.7 ± 6.0 42.1 ± 8.6 0.65 
Adipose tissue area (cm2) 
Total 398 ± 121 394 ± 141 0.93 
Visceral 61 ± 15 98 ± 50 0.02 
Subcutaneous 336 ± 122 312 ± 117 0.63 
Lipidprofile 
Cholesterol (mmol/L) 4.55 ± 0.98 5.17 ± 0.87 0.15 
HDL-cholesterol (mmol/L) 1.50 ± 0.37 1.59 ± 0.27 0.50 
LDL-cho1esterol (mmol/L) 2.58 ± 0.74 2.84 ± 0.67 0.42 
Triglycerides'(mmollL) 1.05 ± 0.30 1.62 ± 0.61 0.01 
CholesterollHDL-C ratio (mmollL) ·3.14 ± 0.73 3.34 ± 0.80 0.54 
Apolipoprotein B (mg/dL) 0.84 ± 0.19 0.96 ± 0.21 0.19 
Insulin (flU/m1) 8.43 ± 2.67 12.24 ± 7.28 0.23 
Glycemia (mmollL) 5.56 ± 0.64 5.99 ± 0.44 0.09 
Abdominal adipocyte diameters (p.m) 
Omenta1 adipocyte size 74.4 ± 7.6 97.6 ± 10.9 <0.0001 
Subcutaneous adipocyte size 98.3 ± 11.7 99.5 ± 12.1 0.83 
BMI: Body mass index; Data are mean ± SD 
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Table 4.2: Dietary intakes of energy, macronutrients, fatty acids and fibers in women 
with smal1 or large omental adipocytes but similar total adiposity or subcutaneous 
adipocyte sizes. 
Small omental Large omental p 
adipocytes (0=10) adipocytes (n=10) 
Energy (kcal/d) 2084 ± 396 1912 ± 347 0.3 
Total protein (g/d) 89.4 ± 15.2 74.6 ±21.1 0.09
 
Total CHü (g/d) 246 ± 58 238 ± 55 0.8
 
Total fat (g/d) 81.8 ± 21.1 73.2 ± 21.2 0.3
 
Total SFA (g/d) 24.1 ± 7.5 22.1 ± 6.5 0.5 
Total MUFA (g/d) 36.2 ± 10.7 32.1 ± 10.8 0.4 
Total PUFA (g/d) 15.4 ± 4.4 13.1 ± 5.1 0.3 
Total 16:0 (g/d) 13.2 ± 3.4 12.0 ± 3.4 0.4 
Total 16:1 (g/d) 1.2 ± 0.3 1.1 ± 0.4 0.7 
Total18:0 (g/d) 5.5 ± 1.8 5.3 ± 1.7 0.6 
Total 18: 1 (g/d) 34.2 ± 10.4 30.3 ± 10.4 0.4 
Total fiber (g/d) 23.3 ± 5.9 21.2 ± 9.4 0.6 
Soluble fiber (g/d) 7.4 ± 1.9 7.1 ± 2.8 0.8 
Insoluble fiber (g/d) 15.8 ± 4.1 14.1 ± 6.6 0.5 
SFA: Saturated Fatty Acids, MUFA: Monounsaturated Fatty Acids, PUFA: 
Polyunsaturated Fatty Acids 
Data are mean ± SD 
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Table 4.3: Subcutaneous and omental adipose tissue fatty acid composition in 
women with either small or large omental adipocytes but similar total adiposity or 
subcutaneous adipocyte sizes. 
Smalt omental Large omental p 
adipocytes (n=10) adipocytes (n=10) 
SC 
Total SFA 15.8 ± 2.5 16.4 ± 2.4 0.6 
Total MUFA 35.2 ± 5.4 35.1 ± 2.7 1.0 
Total PUFA 10.1 ± 1.5 10.0 ± 2.4 0.9 
16:0	 11.7 ± 1.9 12.3 ± 1.6 0.4 
16: 1	 2.6 ± 0.7 2.8 ± 0.8 0.5 
18:0	 2.4 ± 0.4 2.3 ± 0.6 0.8 
18: 1 29.0 ± 4.1 29.0 ± 2.7 0.9 
18:0/16:0 0.21 ± 0.03 0.19 ± 0~03 0.2 
18:1/18:0 12.3 ± 1.9 13.0 ± 2.8 0.5 
üM 
Total SFA 15.4 ± 1.2 15.2 ± 1.7 0.7 
Total MUFA 32.9 ± 2.8 33.5 ± 2.9 0.6 
Total PUFA 9.6 ± 1.3 9.3 ± 2.2 0.7 
16:0	 10.8 ± 0.9 11.0 ± 1.3 0.7 
16: 1	 2.8 ± 0.5 3.1 ± 1.3 0.6 
18:0	 2.7 ± 0.3 2.4 ± 0.4 0.04 
18: 1 27.1 ± 2.7 27.2 ± 2.4 0.9 
18:0/16:0 0.25 ± 0.03 0.22 ± 0.05 0.05 
18: 1/18:0	 9.9 ± 0.7 12.0 ± 0.7 0.05 
SC: subcutaneous; lA: intra-abdominal 
Data are mean ± SD (g/1 OOg offatty acids) 
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4.9 Figure legends 
Figure 4.1 : Comparison of diet and adipose tissue fatty acid content. 
Comparison of dietary fatty acid content (Ieft panel) and SC/OM adipose tissue fatty 
acid composition (right panel). SC: subcutaneous; OM: amental; AI: adipose tissue. 
Only fatty acids that were detected at a value higher than Ü.5g fatty acid! lüüg 
adipose tissue are represented on the figure. 
Figure 4.2 : Association between SCD1 expression and total body fat mass. 
Associations between the SCD 1 mRNA expression or SCD 1 protein levels in SC 
adipose tissue and total body fat mass. Messenger RNA expression normalized 
according to AIPSo mRNA expression (similar results were obtained using other 
housekeeping gene, see material and methods); Protein levels normalized with 
GAPDH. Pearson correlation coefficients shown on the graphs. AI: adipose tissue 
Figure 4.3 : Comparison between üM and SC adipose tissue of SeD1 expression, 
. P-ERK1I2 level and ERK1I2 expression in non obese and obese patient. 
OM/SC ratios of SCD 1 mRNA expression, SCD 1 protein level, total ERK1I2 protein 
level and ERK 112 phosphorylation state (p-ERK 112) in normal weight or overweight 
women (BMI<3Ü kg/m2) vs. obese women (BMI2:3Ü kg/m2). SCDl mRNA 
expression values normalized with AIPSo. OMiSC GAPDH protein levels are also 
shown. *p<Ü.ÜS 
Figure 4.1 
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Figure 4.3 
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5.1 Conclusion 
Les prIncipaux objectifs des travaux présentés dans cette thèse consistaient à 
identifier les voies de signalisation induites par l'insuline et la leptine au niveau hépatique 
conduisant à la régulation du niveau d'expression de scot. Nous avons aussi étudié le rôle 
de la désaturation et de l'expression de SCO 1 au niveau du TA humain en relation avec son 
expansion. 
Nous avons montré, tout d'abord, l'implication de la voie PI3K-mTüRCl et des 
facteurs de transcription SREBP-1 et NF-Y dans la stimulation de l'expression de SCOI 
par l'insuline au niveau hépatique. mTüRCI est une protéine kinase déterminante dans la 
régulation du métabolisme lipidique au niveau hépatique (Fig.S.1.A). 
Oans une deuxième partie, nous avons montré que la leptine diminue le niveau 
d'expression de SCO 1 de façon significative, en impliquant la voie de signalisation Jak2­
ERKl!2-p9üRSK. Au niveau du promoteur, l'effet inhibiteur de la leptine est indépendant 
de celui .de SREBP-I et NF-Y. Oe plus, il implique les facteurs de transcription Sp 1 et AP­
l qui semblent entrer en compétition pour l'accès au promoteur. Enfin, nous avons observé 
au niveau hépatique que l'effet de la leptine supplante celui de l'insuline sur l'expression de 
SC01 et sur l'activation de la voie des MAPK ERKl/2. Nos données suggèrent aussi que, 
dans nos conditions, la leptine diminue l'effet activateur de l'insuline sur la voie PDK 
(Fig.S.I.A). 
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Dans la troisième partie, nous avons analysé la composition en AG du TA SC et 
OM ainsi que le niveau d'expression de SCD1 et d'activation de ERK1I2 chez des patientes 
obèses n'ayant pas développé de syndrome métabolique. 
Cette étude a révélé que chez ces femmes, l'expansion du TA dans un compartiment 
donné est associée à une réduction du niveau d'acide stéarique (C18:0) et une augmentation 
de l'indice de désaturation (C18:1ICl8:0) (Fig.5.1.B). 
Nos résultats, au niveau de l'expression de SCD1, sont en accord avec le profil 
lipidique observé. En effet, nous observons une association entre le niveau d'ARNm et de 
protéine SCD 1 avec la masse de gras total dans le TA SC (Fig.5.1.C). 
Nous avons aussi identifié une modification du ratio OM/SC concernant 
l'expression de SCD1, l'expression de ERK1I2 et l'activation de cette kinase. Chez les 
patientes en surpoids, le niveau d'expression de SCD1 est plus élevé dans le TA Sc. De 
son coté, l'activation de ERK 112 est diminuée dans le TA OM des patientes en surpoids. 
Ces altérations sont indépendantes de l'apport en AG alimentaires des patientes étudiées et 
suggèrent que l'augmentation du niveau d'expression de SCD1 et de la delta-9-désaturation 
au niveau du TA SC serait un facteur protecteur du syndrome métabolique (Fig.5.l.D). 
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Figure 5.1: Résumé des principaux résultats obtenus. 
(A) Au niveau hépatique, (1) l'insuline stimule l'expression de SCOI via la voie PI3K­
mTüRCI en impliquant les facteurs de transcription SREBP-I et NF-Y tandis que (2) la 
leptine, via la voie Jak2-ERKl/2-p90RSK, diminue l'expression de SCO! en impliquant les 
facteurs SpI et AP-l. (3) L'effet de la leptine domine celui de l'insuline sur l'activation de 
la voie des MAPK ERKI/2, (4) L'effet de la leptine diminuerait aussi l'effet stimulateur de 
l'insuline. 
(B) Le niveau d'activité de SCOI est associé à l'expansion des différents dépôts de TA. 
(C) Au niveau du TA SC, le niveau d'expression de SCOI est positivement associé à la 
masse de gras corporel (Body Fat Mass : BFM). (0) Oe plus, un haut niveau d'expression 
de SCO 1 dans la TA SC serait un facteur associé à la protection du syndrome métabolique 
des patientes étudiées. 
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5.2 Perspectives 
Les travaux présentés dans cette thèse constituent une réelle avancée dans la 
compréhension de la régulation et de la fonction de SCD 1. Al'aide de la bibliographie et 
de la propJsition d'expériences, cette présente partie vise à proposer des perspective', et 
expliquer les mécanismes sous-jacents aux différents résultats obtenus. 
5.2.1 Régulation de l'expression de SeD1 par l'insuline 
Nous avons démontré que l'insuline via la VOle PI3K-mIORC1 stimule 
l'expression de SCDl en impliquant les facteurs de transcription SREBP-1 et NF-Y et cela 
dans des modèles de cultures cellulaires hépatique. 
5.2.1.1 Effet de l'insuline sur le niveau de transcription et d'ARNm de SCD1 
Nos résultats du chapitre II montre que le niveau de transcription de SCD 1 est 
stimulé de 2,5 à 3 fois par l'insuline dans les CEH (Figs.2.1 & 2.5.C). Le niveau d'ARNm 
est, quant à lui, augmenté d'environ 4 à 5 fois et cela dans les CEH (Figs.2.5.A & 2.5.B). 
La forte augmentation du niveau d'ARNm dans les CEH pourrait s'expliquer par une 
augmentation de la stabilité du messager induite par l'insuline. Cependant, les travaux de 
Lefevre et collaborateurs ont montré que l'insuline n'avait aucun effet sur la demi-vie de 
l'ARNm de SCD1 dans les CEH (Lefevre, Diot et al. 1999). De plus, une étude récente 
montre que, dans le modèle MCF7 exprimant fortement SCD1, l'inhibition de mIORC1 ne 
modifie pas non plus la stabilité du transcrit SCD1 (Luyimbazi, Akcakanat et al. 2010). 
Lorsqu~ l'on compare le niveau d'expression de SCD l mesuré dans les CEH en 
réponse à l'insuline à celui mesuré dans les cellules HepG2 (chapitre III), on observe que 
l'insuline stimule la transcription de SCD1 et le niveau d'ARNm de 1,5 à 2 fois (Fig.3.1.A 
& 3.l.B). Chez le poulet au niveau hépatique, le métabolisme du glucose est moins actif et 
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le métabolisme lipidique beaucoup plus actif comparativement aux mammifères. En effet, 
l'activité de la Glucose kinase qui produit le Glucose-6-P (Rideau, Berradi et al. 2008) et 
l'activité de la voie des pentoses phosphates (Goodridge 1968) sont moins élevés. De plus, 
la LDN est majoritairement hépatique Uusqu'à 90%) (O'Hea and Leveille 1969) ce qui 
pourrait impliquer un effet plus important de l'insuline sur l'expression des g~nes de la 
lipogenèse, tel que SCD1, dans les CEH comparativement aux HepG2. 
Une autre différence, entre le chapitre II et III, est que les CEH sont cultivées dans 
un milieu cinq fois plus riche en glucose que le milieu des cellules HepG2. Le glucose 
favorise l'activité de la FAS en stabilisant le niveau de son ARNm (Semenkovich, Coleman 
et al. 1993) et un rôle des hydrates de carbones. dans la stabilisation du messager de SCD 1 
n'est pas à exclure (Waters and Ntambi 1994). 
Le glucose est aussi capable de stimuler les gènes de la lipogenèse au nIveau 
transcriptionnel via les facteurs de transcription ChREBP et LXR. Bien que le promoteur 
SCD1 ne possède pas de séquence consensus pour ChREBP, le glucose semble être capable 
de stimuler l'expression de SCDl (Denechaud, Bossard et al. 2008; Proszkowiec-Weglarz, 
Humphrey et al. 2008). Au niveau hépatique, LXR est un puissant activateur de 
l'expression de SCDl. En effet, un traitement avec une faible dose d'agoniste de LXR 
suffit à produire une forte augmentation du niveau d' ARNm de SCD 1 dans le foie de 
hamster (Basciano, Miller et al. 2009). Le glucose est aussi un ligand de LXR (Mitro, Mak 
et al. 2007). LXR joue, au niveau hépatique, le rôle de détecteur d'excès de glucose, et 
induit la LDN. Ceci inclus l'activation de SCD1 qui possède un élément de réponse au 
LXR au sein de son promoteur (Zhang, Zhang et al. 2006; Mitro, Mak et al. 2007). 
Ajoutons à cela que la phosphorylation du glucose est un élément important dans la 
signalisation de l'insuline dépendante de mTORC1 (Sharma, Guthrie et al. 2007). 
Ainsi, l'effet d'une concentration de glucose plus élevée dans le milieu de culture 
pourrait expliquer la plus forte induction du niveau de l' ARNm de SCD 1 dans les CEH via 
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une stabilisation du messager et/ou de l'augmentation de la transcription de SCOl. La 
présence d'éléments de réponses supplémentaires dans la région 5' du promoteur aviaire 
que nous n'avons pas encore testée n'est pas à exclure. 
Une étude récente démontre que la supplémentation en L-glutamine améliore la 
sensibilité à l'insuline au niveau hépatique et par conséquent son efficacité au niveau de la 
régulation de ces gènes cibles (Prada, Hirabara et al. 2007). Ceci pourrait aussi expliquer, 
en réponse à l'insuline, le plus haut niveau de transcription de SCO 1 observé dans le 
chapitre II dans le modèle HepG2 comparé au chapitre III où le milieu de culture contient 
une plus faible concentration en L-glutamine (Figs.2.7 vs 3.l.A). 
5.2.1.2 Implication possible d' AktJPKB dans la régulation de SCO 1 par l'insuline 
Même si nous ne l'avons pas directement démontré, il est plus que probable que la 
protéine kinase Akt soit impliquée dans l'effet de l'insuline sur SCOl au niveau hépatique. 
Akt en phosphorylant TSC2 est impliquée dans l'activation de mTORCI en réponse à 
l'insuline (Huang and Manning 2008; Leavens, Easton et al. 2009; Zhang, Huang et al. 
2009). Lors de nos études, nous avons utilisé un anticorps capable de reconnaître à la fois 
les isoformes Aktl et Akt2. Akt2 est la principale isoforme exprimée au niveau hépatique. 
Une étude récente indique un rôle essentiel d'Akt2 dans la régulation des gènes lipidiques. 
En effet, chez la souris la délétion d'Akt2 au niveau du foie provoque une diminution de 
l'expression de SREBP-lc et de ces gènes cibles dont SCDl (Leavens, Easton et al. 2009). 
Ainsi, sous l'effet de l'insuline, Akt2 apparaît être l'isoforme impliquée dans la 
régulation des gènes du métabolisme lipidique dont SCO 1 fait partie (Leavens, Easton et al. 
2009). Des inhibiteurs de Akt sont désormais disponible, notamment l'inhibiteur MK-2206 
qui possède un effet important sur l'inhibition de Akt2 (Tan, Ng et al. 2011). Nous 
pourrions tester cet inhibiteur sur des cellules hépatiques en culture (HepG2 et CEH), et 
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observer l'effet de l'insuline sur le niveau. d'expression de SC01 par qRT-PCR afin 
d'évaluer le niveau d'ARNm et par immunobuvardage afin d'évaluer le niveau protéique. 
5.2.1.3 Rôle de mTüRC1 dans la régulation de la lipogenèse hépatique 
L'information importante apportée par le chapitre II de ce travail, est le rôle de 
mTüRC1 dans la régulation de l'expression de SC01 en réponse à l'insuline. La figure 2.5 
montre que la rapamycine supprime l'effet activateur de l'insuline sur la transcription de 
SCOl (Figs.2.5.C & 2.5.0) et diminue le niveau d'ARNm de SCD1 de façon significative 
(Fig.2.5.B). Cependant le niveau de transcription et de l'ARNm SCO l n'est pas totalement 
supprimé comparativement à l'effet de l'inhibition de la PI3K par le Ly280042 (Figs.2.5.C, 
2.5.0 & 2.5.A). Ce résultat est du à l'utilisation de la rapamycine qui inhibe efficacement la 
capacité de mTüRCl à phosphoryler p70-S6kinase (FigA.B). Cette inhibition supprime 
donc la boucle de rétro-inhibition induite par mTüRC l-p70-S6kinase sur les IRS en 
réponse à l'insuline (Dm, Frigerio et al. 2004; Fritsche, Neukamm et al. 2010). Ainsi, sur 
un court terme, la rapamycine renforce l'effet de l'insuline sur l'activation d' Akt par 
mTüRC2 (Sarbassov 2006) comme le confirme la figure 2.4.A et la figure 1.0 de Li et 
collaborateurs (Li, Brown et al. 2010), où l'on observe une augmentation de la 
phosphorylation du résidu sérine 473 d'Akt suite à une stimulation par l'insuline en 
présence de rapamycine. L'augmentation de l'activation d'Akt pourrait donc se répercuter 
sur ses autres cibles notamment sur l'inhibition de GSK3. Des travaux antérieurs ont déjà 
impliqué GSK3 dans l'inhibition de l'activation de SREBP-1c et de l'expression de SC01 
(Kim, Song et al. 2004). La figure 5.2, à la page suivante, résume le propos de ce présent 
paragraphe. 
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Figure 5.2 : Effet de la rapamycine en présence d'insuline sur l'activation d' Akt. 
En condition nonnale, sous l'effet de l'insuline mTORCl via p70-S6kinase rétroinhibe 
l'activation des IRS (1). En présence de rapamycine (2), la suppression de cette boucle de 
rétroinhibition renforce l'effet activateur de l'insuline sur Akt (3). Cette suractivation d'Akt 
pourrait se répercuter notamment sur l'inhibition de GSK3 (4). Ceci diminuerait plus 
fortement l'effet inhibiteur de GSK3 sur SREBP-I (5). 
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Le rôle de mIORCl dans la régulation des gènes de la LON a été confirmé par une 
récente étude de l'équipe de Brown et Goldstein (Li, Brown et al. 2010) qui ont caractérisé 
au niveau hépatique, la présence de deux voies de signalisation de l'insuline qui divergent à 
partir d'Akt. Le modèle proposé dans cette étude indique que les gènes de la 
gluconéogenèse tel que PEPCK et G6Pase sont inhibés par l'insuline via la phosphorylation 
de FOXOI. De son coté, l'activation de mIORCl par l'insuline permet l'activation de 
SREBP-lc (Porstmann, Santos et al. 2008) et subséqUemment l'activation des gènes de la 
lipogenèse dont SCO 1. 
Les animaux modèles du diabète de type II, en comparaison avec les animaux non 
diabétiques, .présentent une résistance à l'insuline sélective au niveau hépatique. En effet, 
ils présentent une résistance à l'effet de l'insuline au niveau de FOXO l, si bien que le 
niveau d'expression des enzymes du métabolisme du glucose, tel que PEPCK et G6Pase, 
demeure élevé en réponse à l'insuline. Ceci engendre une hyperglycémie accompagnée 
d'une augmentation du niveau d'insuline circulant. En revanche, la voie mIORC 1 resterait 
sensible à l'action de l'insuline, si bien que l'augmentation du niveau d'expression des 
gènes impliqués dans la LON tel que FAS et SCOI contribuerait à l'augmentation de la 
synthèse des IG et de leur exportation conduisant à l'hypertriglycéridémie (Fig. 53). 
La découverte de l'implication de mIORC 1 dans la régulation de la lipogenèse 
hépatique est donc une information importante dans la compréhension du paradoxe de la 
résistance à l'insuline dans les modèles animaux et les patients atteints du diabète de type II 
(Brown and Ooldstein 2008; Laplante and Sabatini 2010). La suractivation de mIORCl est 
aussi un facteur important dans l'augmentation de la LON conduisant au développement de 
certains cancer, comme celui du foie (Calvisi, Wang et al. 2010) et du sein (Carraway and 
Hidalgo 2004; Luyimbazi, Akcakanat et al. 2010). 
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Figure 5.3 : Position de mTORCl dans la résistance à l'insuline au niveau hépatique. 
En conditions normales, l'insuline stimule la phosphorylation de FaXa l et l'activation de 
mTaRCI ce qui respectivement, contribue à la diminution de la néoglucogenèse et 
l'augmentation de la synthèse des TG. En conditions de diabètes de type II, l'insuline ne 
parvient plus à diminuer le niveau de néoglucogenèse, mais continue à stimuler la synthèse 
des TG. Ceci produit une hyperglycémie associée à une hyperinsulinémie et une 
hypertriglycéridémie. Adaptée de (Brown and Goldstein 2008). 
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5.2.2 Mécanismes impliqués en aval de mTüRCl 
Pour aller plus loin dans la compréhension de l'effet de l'insuline sur l'expression 
de SCD 1 au niveau hépatique, il reste à clarifier le lien existant entre l'activation de 
mIüRCl et l'implication des facteurs de transcription en aval commeSREBP-l et NF-Y. 
5.2.2.1 Identification des facteurs de transcription au niveau de l'IRE distal du promoteur 
aVIaIre 
Au niveau de l'IRE localisé le plus en S'du promoteur aviaire, nous avons identifié 
deux éléments de réponse potentiels qui pourraient médier l'effet de l'insuline. Il s'agit 
d'un site consensus de fixation de SREBP-l et d'un site consensus de fixation d'USF 
(Fig.2.8). La transcription du gène de la FAS en réponse à l'insuline implique la fixation et 
l'interaction de ses deux facteurs de transcription (Latasa, Griffin et al. 2003; Griffin, Wong 
et al. 2007). Nous pourrions rechercher si ses deux facteurs de transcription sont impliqués 
dans la régulation du gène SCD1. Ainsi l'interaction d'USF et de SREBP-I avec cette 
région du promoteur peut être déterminée par retard sur gel, technique que nous avons déjà 
décrite dans les chapitres II et III. Nous pouvons aussi l'étudier par immunoprécipitation de 
chromatine (ChIP). Pour ces expériences de ChIP, des hépatocytes de poulets en culture, 
stimulés ou non avec de l'insuline, sont dans un premier temps traités au formaldéhyde afin 
de lier de façon réversible (crosslink) l'ADN et les protéines qui y sont attachées. Après 
récolte et sonication des cellules, les complexes ADN-protéines d'intérêts sont isolés de 
l'extrait cellulaire total grâce à l'ajout d'anticorps spécifiques (ici SREBP-1 ou USF) liés à 
des· billes de protéines G magnétiques. Les billes sont ensuite lavées et les protéines 
détachées de l'ADN par la chaleur. L'ADN une fois élué est soumis à une PCR en utilisant 
des amorces ciblant spécifiquement cette séquence d'intérêt du promoteur. 
En parallèle, afin de confirmer l'effet de cette interaction sur la transcription de 
SCD1, il serait intéressant d'isoler la partie du promoteur impliquée (-1975 ;-1610 pb) en la 
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clonant en amont d'un promoteur minimal de type thymidine kinase (TK) dans un vecteur 
de type pGL2 (promega®) couplé à un gène luciférase. Nous pourrions, par la suite,' 
effectuer des expériences de transfection, dans des cellules HepG2, de cette partie du 
promoteur SCD 1 (et du promoteur entier) en surexprimant simultanément la forme 
nucléaire de SREBP-l (nSREBP-l) et/ou le facteur USF afin d'observer l'impact de ces 
facteurs de transcription sur le niveau d'expression de la luciférase. 
5.2.2.2 Implication des facteurs de transcription au niveau de l'IRE proximal 
Au niveau de l'IRE localisé le plus en 3', nous avons montré l'implication à la fois 
de SREBP-l et de NF-Y. Ces résultats ont été confirmés au niveau hépatique par Reed et 
collaborateurs en 2008. Dans leur étude, les auteurs ont utilisé la technique 
d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) combinée avec la technologie des 
micropuces à ADN (chip) : le ChIP-chip. Ils ont ainsi comparé, dans différentes conditions 
de culture notamment en présence d'insuline, l'expression de nombreux gènes régulés par 
SREBP-l, SpI et NF-Y. Leurs résultats montrent qu'en présence d'insuline, le promoteur 
de SCDl est préférentiellemènt occupé par la combinaison des facteurs SREBP-l et NF-Y 
(Reed, Charos et al. 2008). 
5.2.2.3 Mécanismes impliqués en aval de mTüRCI 
Les cibles les mieux caractérisées de mTüRCl sont p70-S6kinase et 4E-BPl. Les 
études récentes portant sur p70-S6kinase ne suggèrent pas une implication directe de cette 
kinase dans la régulation de SCDl en réponse à l'insuline. En effet, dans les modèles de 
lignées cancéreuses du sein, l'inhibition de p70-S6kinase n'influence pas le niveau 
d'expression de SCDl (Luyimbazi, Akcakanat et al. 2010). Dans des cellules hépatiques en 
culture, l'inhibition de p70-S6kinase ne modifie pas la stimulation de l'expression de 
SREBP-lc en réponse à l'insuline (Li, Brown et al. 2010). De plus, in vivo, l'inhibition de 
p70-S6kinase au niveau hépatique ne modifie pas le niveau d'expression des gènes du 
189 
métabolisme lipidique de même que le niveau de IG circulant (Younis, Hirakawa et al. 
2011). 
Par contre, les travaux de Luyimbazi et de ses collaborateurs, utilisant la 
rapamycine, ont confinné l'implication de mIüRCl au niveau de la transcription de SCDl. 
En inhibant eIF4E par interférence d'ARN, ils ont montré un rôle d'eIF4E dans la 
régulation de l'expression de SCD1. Ils en ont déduit un rôle direct de l'axe mIüRCl­
eIF4E. Cependant la rapamycine n'affecte que transitoirement la capacité de mIüRCl à 
phosphoryler 4EBP-l et par conséquent à inhiber eIF4E (Choo, Yoon et al. 2008). Ainsi, 
l'effet de l'inhibition de eIF4E sur l'expression de SCDl doit être principalement une 
conséquence de la diminution globale du niveau de traduction (Kumar, Pandey et al. 2000), 
qui d'ailleurs se répercute sur le niveau d'expression de SREBP-l, un des principaux 
stimulateur de la transcription de SCD 1 (Luyimbazi, Akcakanat et al. 2010). 
5.2.2.4 Lien entre mIüRCl et SREBP-l / NF-Y 
L'insuline stimule l'expression, au niveau hépatocytaire (transcription et ARNm), 
de SREBP-lc via la voie PI3K-Akt-mIüRCl (Howell, Deng et al. 2009; Iakashima, 
.Ogawa et al. 2009; Li, Brown et al. 2010). mIORCl est impliqué dans l'augmentation de 
la quantité de la fonne nucléaire de SREBP-l (nSREBP-l) indépendamment du niveau 
d'expression de pSREBP-l mais ne semble pas modifier la stabilité du facteur de 
transcription nSREBP-l (Porstmann, Santos et al. 2008). L'effet de l'insuline sur la 
transcription de SCDl serait du à l'augmentation du niveau d'expression de pSREBP-l et 
aussi à une augmentation de la quantité de nSREBP-l. Il faudrait détenniner si mIüRCl 
est capable d'intervenir directement au niveau de nSREBP-l ou non. Nos analyses révèlent 
que .la Thréonine 289 de SREBP-l est une cible potentielle de mTORC l et est un résidu 
conservé entre le poulet et l'homme (Fig.2.9). Ce site se situe dans la partie nSREBP-l 
mais pas dans son domaine d'interaction avec l'ADN (Helix Loop Helix) (Fig.5A). Ceci 
suggère que mIüRCl pourrait directement phosphoryler nSREBP-l sans pour autant 
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modifier sa capacité à lier l'ADN. Ceci pourrait, par exemple, modifier sa façon de 
coopérer avec d'autres facteurs de transcription comme NF-Y. 
pSREBP-l 
nSREBP-l 
1 •
HLH Tf'-l 1l"M 
0 2S(J 500 750 lOOil 
Thréonine 289 
Figure 5.4 : Représentation de la séquence de SREBP-l (humain)
 
Accession No (AACSOOS1.2) HLH : Helix Loop Helix, IM: Domaine Iransmembranaire.
 
NF-Y est un facteur de transcription hétérotrimérique (composé de NF-YA, NF-YB 
et NF-YC) et qui possède une activité transcriptionnelle uniquement sous cette forme. Ce 
complexe est régulé par le niveau d'expression de NF-YA (Matuoka and Yu Chen 1999). 
Les travaux de Michèle Prévost au sein de notre laboratoire ont démontré qu'au niveau 
hépatique, l'expression de NF-YA n'est pas influencée par l'insuline que se soit en 
présence d'inhibiteur de PI3K ou de rapamycine. Par contre, il semblerait que la voie PI3K­
mIüRCl serait responsable de la capacité de ce facteur de transcription à lier son élément 
de réponse sur le promoteur SCDl (Michèle Prévost, communication personnelle). La 
phosphorylation de NF-YA par CDK2 (cyc!in-dependent kinase 2), au niveau de résidus 
sérines a déjà été impliquée dans la régulation de la transcription de divers gènes (Yun, 
Chae et al. 2003). De plus, des ~;ites de phosphorylation (sérine et thréonine), consensus 
pour mIüRC1, sont conservés sur les différentes protéines NF-Y (Fig.2.9). 
SREBP-l et NF-Y sont connus pour activer de façon synergique les gènes du 
métabolisme comme le gène de la FPP Synthase (Jackson, Ericsson et al. 1998). Nous 
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pouvons donc envisager un scénario similaire dans le cas de la transcription de SCD 1 en 
réponse à l'insuline. Ainsi, le niveau de transcription de SCDl dépendrait de la synergie 
entre les facteurs de transcription SREBP-l et NF-y dont les éléments de réponse sont 
juxtaposés sur le promoteur SCD 1. Sous l'effet de l'insuline, mTORCl en phosphorylant 
NF-y favoriserait sa c?pacité de liaison au niveau du promoteur. 
Pour déterminer si NF-Y et SREBP-l sont phosphorylés en réponse à l'insuline, des 
cellules hépatiques cultivées en présence ou non d'insuline sont récoltées puis les lysats 
sont immunoprécipités avec des anticorps spécifiques pour nSREBP-l ou NF-Y. Après 
séparation sur un gel SDS-PAGE, un immunobuvardage est réalisé en utilisant un anticorps 
phospho sérine (NF-Y) ou phospho thréonine (NF-Y et SREBP-l). Pour déterminer si 
mTORCl est capable de phosphoryler directement SREBP-l et NF-Y nous pouvons 
réaliser des essais kinases in vitro. Brièvement, mTor est immunoprécipité grâce à un 
anticorps sp·écifique à partir de cellules hépatiques cultivées en présence ou non d'insuline. 
Des protéines recombinantes de SREBP-l de NF-Y A, B ou C ou de 4E-BPl (contrôle 
positif) sont produites dans un système procaryote et par la suite purifiée par GST. Ensuite, 
la kinase mTor immunoprécipitée est mise en présence des différentes protéines. Les 
différents échantillons sont ensuite incubés dans un tampon kinase en présence de 32p_ 
y-ATP radiomarqué. Les échantillons sont ensuite séparés sur gel SDS-PAGE et la 
radioactivité détectée par phospho-imager (Biorad®). Si mTORCl est capable de 
phosphoryler ces facteurs de transcription, d'autres essais kinases utilisant des protéines 
SREBP-l ou NF-Y mutées au niveau des sites potentiels de phosphorylation confirmeront 
la nature des résidus phosphorylés. 
Afin d'évaluer l'effet de cette phosphorylation sur la transcription de SCD 1, nous 
proposons de cloner la partie du promoteur contenant l'IRE en amont d'un promoteur 
minimal de type TK dans un vecteur couplé à un gène luciférase. Ce vecteur est ensuite co­
transfecté avec un vecteur surexprimant la forme nSREBP-l mutée ou non et/ou les 
différentes formes NF-Y mutées ou non au niveau des résidus phosphorylés par mTORCl. 
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5.2.3 Régulation de l'expression de SeDt par la leptine 
Dans le chapitre III, nous avons montré que la leptine diminue l'expression de 
SCD l dans des cellules HepG2 en culture et cet effet est dominant sur l'effet activateur de 
l'insuline. Nos résultats vont dans le sens des travaux de Cohen et collaborateurs qui 
démontrèrent, dans les mêmes conditions de culture, que la leptine inhibait l'effet de 
l'insuline sur la régulation de PEPCK (Cohen, Novick et al. 1996). 
Nos résultats montrent que l'effet de la leptine implique la voie de signalisation 
Jak2-ERKl/2-p90RSK sur l'expression de SCDl. En effet, l'inhibition de Jak2, MEKl/2, 
ou p90RSK est suffisante pour renverser l'effet inhibiteur de la leptine sur l'expression de 
SCDl (Figs.3.3, 3.4 & 3.5). Cette voie de signalisation induite par la leptine ne semble pas 
cibler les éléments de réponse SREBP-l et NF-Y sur le promoteur SCDl (Fig.3.6) mais 
impliquer les facteurs de transcription Spl et AP-1 (Fig.3.7). 
Enfin, nos données montrent qu'en présence d'insuline, la leptine conserve un effet 
inhibiteur au niveau de l'activité du promoteur, du niveau d'expression de l'ARNm et de la 
protéine SCDl (Fig.3.l). 
5.2.3.1 Effet de la leptine au niveau transcriptionnel 
De façon générale, la stimulation de l'expression de STAT3 inhibe l'expression des 
gènes de la lipogenèse hépatique (Gao, Bryzgalova et al. 2006). De plus, le promoteur de 
SREBP-l possède un élément de réponse à STAT3 (Elam, Yellaturu et al. 2010). Nos 
analyses n'ont pas révélé la présence d'éléments consensus pour STAT3 sur le promoteur 
SCD 1. Cependant, STAT3 peut être impliqué dans la régulation de gènes sans pour autant 
interagir directement avec l'ADN. En effet, l'interaction entre STAT3 et Spl semble être 
critique pour la modulation de la transcription de gènes en réponse à la leptine (Cantwell, 
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Sterneck et al. 1998; Lin, Saxena et al. 2006). Un rôle de STAT3 sur le promoteur SCD 1 
est donc envisageable via les facteurs de transcription que nous avons déjà identifié. 
AP-l est impliqué dans l'expression constitutive de SCDl (Drosatos, Sanoudou et 
al. 2007). De plus, nos résultats de retard sur gel semblent indiquer une diminution de la 
liaison d'AP-l au profit d'une augmentation de celle de Spi (Fig.3.7). Ainsi, il est 
envisageable que sous l'effet de la leptine, STAT3 recrute Sp 1. Ce complexe interagirait 
avec le promoteur SCDI au niveau de l'élément de réponse à Spi, et favoriserait 
l'inhibition de la transcription tout en inhibant la liaison d'AP-l sur le promoteur SCDl 
(Fig.S.S). 
LEPTINE 
-----,.....JH-LR--------­
1,' 
\ 
\ 
\ 
\ 
Figure 5.5 : Mécanisme potentiel de l'effet inhibiteur de la leptine au niveau du 
promoteur SeD! dans les cellules hépatiques. 
STAT3 et Sp 1 semblent être critique pour la modulation de la transcription de gènes en 
réponse à la leptine. Ceci pourrait être le cas concernant l'inhibition de la transcription de 
SCD1 en réponse à la leptine. STAT3 recruterait Sp 1 et ce complexe inhiberait la liaison 
d'AP-l sur le promoteur SCD1. 
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L'interaction entre SpI et STAT3 en réponse à la leptine peut être vérifiée par 
immunoprécipitation. Des cellules hépatiques sont mises en culture en présence ou non de 
leptine. Le lysat cellulaire est récolté et incuqé en présence d'un anticorps ciblant Sp 1. Le 
complexe formé est récupéré par centrifugation et une analyse par immuQobuvardage est 
conduite pour repérer STAT3 (et P-STAT3). Nous pouvons par la suite, observer par 
Supershift si STAT3 interagit avec SpI au niveau de son élément de réponse. Avec cette 
même méthode, nous confirmerons aussi la nature des protéines formant le dimère AP-l. 
5.2.3.2 Effet de la leptine sur l'effet inducteur de l'insuline 
Nous avons montré dans le modèle HepG2, que l'effet de la leptine est dominant sur 
celui de l'insuline en ce qui concerne l'activation de la voie des MAPK ERKl12. Ces 
données sont en accord avec des travaux précédents ayant montré une diminution du 
recrutement de Grb2 au niveau des IRS lors d'un traitement combiné d'insuline et de 
leptine (Cohen, Novick et al. 1996). Dans nos conditions, la leptine activerait 
préférentiellement la voie des MAPK E~l/2 via le recrutement du complexe Grb2/S0S 
par SHP2 au niveau de son récepteur übR (Fig.1.21). Parallèlement, la capacité des IRS à 
recruter Grb2 serait diminuée ce qui inhiberait l'effet de l'insuline sur l'activation de la 
voie des MAPK ERKl/2 (Figs.1.17 & 1.18). 
Nos données montrent aussi que la leptine diminue l'effet inducteur de l'insuline 
sur la phosphorylation d'Akt (Fig.3.2.B). ERKl/2 est capable de phosphoryler des résidus 
sérine au niveau d'IRSI notamment le résidu 612 (Fig. 1.17). La phosphorylation du résidu 
sérine 612 a pour conséquence la diminution du recrutement de PI3K (De Fea and Roth 
1997) et subséquemment de l'activation d'Akt. Ainsi dans nos conditions, la leptine en 
activant ERKl/2, provoquerait une diminution du recrutement de PI3K au niveau des IRS 
et subséquemment la diminution de l'activation d'Akt (Fig.5.6). 
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5.2.3.3 Effet de la leptine sur SREBP-1 
Dans les cellules hépatiques en culture, STAT3 est impliqué dans la diminution du 
niveau de transcription de SREBP-1 (Elam, Yellaturu et al. 2010). La voie des MAPK 
ERKl/2 est capable de phosphoryler SREBP-1a (forme principalement exprimée dans les 
cellules en culture (Amemiya-Kudo, Shimano et al. 2002)) au niveau du résidu sérine 117 
(équivalant du résidu sérine 92 sur SREBP-1c) ce qui provoque une diminution de sa 
capacité d'activation en réponse à l'insuline (Roth, Kotzka et al. 2000). La leptine a aussi 
un effet sur l'action de l'insuline en diminuant l'effet activateur de l'insuline sur la 
phosphorylation d'Akt (Fig.3.2). Ceci a pour conséquence une diminution de la 
phosphorylation et de l'inhibition de GSK3 (Cross, Alessi et al. 1995). Tout comme 
ERK1/2, GSK3 est aussi capable de phosphoryler nSREBP-1 notamment au niveau des 
résidus sérine 434, 430 et 426 ce qui augmente son niveau de dégradation (Bengoechea­
Alonso and Ericsson 2009). La leptine est aussi capable d'activer l'AMPK dans les cellules 
hépatiques en culture (Handy, Saxena et al. 2010) et une étude récente montre que l'AMPK 
est capable de phosphoryler SREBP-1 (sur la sérine 372) ce qui conduit à une diminution 
de la stabilité du nSREBP-1 et du clivage du précurseur pSREBP-1 (Li, Xu et al. 20 Il). 
Ajoutons que la leptine diminue la quantité de nSREBPl au niveau nucléaire dans les 
cellules hépatiques en culture (Guha, Aneja et al. 2009). 
La leptine pourrait donc inhiber la réponse à l'insuline soit directement via la voie 
des MAPK ERKl/2, via STAT3, via GSK3 ou via l'AMPK contribuant ainsi à inactiver ou 
diminuer la quantité de nSREBP-1 et par conséquent son effet inducteur sur le promoteur 
SCD 1. La figure 5.6, à la page suivante résume le propos de ce paragraphe. 
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Figure 5.6: Effet de la leptine sur l'effet de l'insuline et conséquence sur SREBP-l. 
La leptine pourrait inhiber la réponse à l'insuline via la voie des MAPK ERKI/2 (inhibition 
des IRS et de l'activité transcriptionnelle de nSREBP-l par phosphorylation), via STAT3 
(inhibition de la transcription de SREBP-l), via GSK3 (diminution de la stabilité de 
nSREBP-l par phosphorylation) ou via l'AMPK (inhibition du clivage de pSREBP-l ou de 
la stabilité de nSREBP-l). Ceci contribuerait à inactiver ou diminuer la quantité de 
nSREBP-l et, par conséquent, son effet inducteur sur l'expression de SCDl. 
5.2.3.4 Effet de la leptine sur la stabilité du transcrit et de la protéine 
Dans le chapitre III, nous avons observé que la présence de leptine semblait 
diminuer de façon plus importante le niveau du messager ou de la protéine SCDl 
(Figs.3.l.B; 3.3.C & 3.3.D). Ceci suggère que la leptine agirait aussi au niveau post­
transcriptionne1. 
Les travaux de Cao et collaborateurs ont démontré que, dans des cellules hépatiques 
en culture, la leptine provoquait la diminution du niveau de stabilité du transcrit MMP-l 
indépendamment de la voie des MAPK ERK1I2 mais dépendamment de la voie des MAPK 
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p38 (Cao, Mak et al. 2007). La leptine, via la voie MAPK p38, pourrait donc aussI 
diminuer le niveau du messager de SCD 1. Pour déterminer si cela est le cas, des cellules 
hépatiques en culture sont incubées pendant 24h en présence de leptine. Par la suite, les 
cellules sont mises en présence d'Actinomycine D pendant 20 min, ce qui bloque la 
transcription. Le milieu est remplacé par un milieu contenant soit un inhibiteur de la voie 
des MAPK ERKl/2 (PD98059) ou un inhibiteur de MAPK p38 (SB203580). Les ARNm 
sont ensuite isolés à différents intervalles de temps et le niveau de SCD 1 est analysé par 
qRT-PCR. 
Chez la souris ob/ob, déficiente en leptine, les niveaux hépatiques d'expression de 
miR-19a, miR-lOI et de miR-215 sont respectivement diminués de 1.6,2.87 et 2.27 fois (Li, 
Chen et al. 2009). Comme réalisé sur la figure 1.9 pour le gène hSCD l, l'analyse des sites 
potentiels de fixation pour les miRNA sur la séquence 3'UTR de l'ARNm de mSCDl 
(NM_009127) révèle la présence de sitès potentiels pour ces trois miRNA. Ainsi la leptine 
pourrait augmenter le niveau d'expression de ces miRNA et ainsi diminuer la stabilité du 
messager SCD 1. 
La leptine pourrait aussi augmenter le taux de dégradation de la protéine SCD1. 
Pour évaluer ce phénomène, nous pouvons utiliser un prétraitement à la cycloheximide 
(inhibiteur de la traduction) suivi d'un traitement à la leptine en présence d'inhibiteur de la 
voie des MAPK ERKl/2 et/ou MAPK p38. Les protéines sont ensuite récoltées à différents 
temps et le niveau de protéine SCDl identifié par immunobuvardage. 
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S.2.4 Rôle de SeD1 et de la deita-9-désaturation au niveau du TA 
5.2.4.1 La lipogenèse est active au niveau du TA 
Nos analyses, présentées dans le chapitre IV, révèlent en accord avec la littérature 
que les compositions en lipides du TA aM et SC reflètent globalement celle de 
l'alimentation des patientes (Fig.4.1). Ceci inclut une tendance au niveau de la corrélation 
entre la diète et le TA du taux de 18:2 n-6, un AG essentiel, non synthétisable de façon 
endogène (Hodson, Skeaff et al. 2008). 
Cependant, si l'on détermine et compare les ratios CI6:1/C16:0 et C18:1/CI8:0 de 
l'alimentation et les indices de désaturation du TA (Tabx.4.2 & 4.3), on remarque que le 
ratio C16:1/C16:0 alimentaire oscille entre 0,41 et 0,44 et le CI8:1/C18:0 entre 5,7 et 6,2 
tandis que dans le TA, ces indices de désaturation varient respectivement entre 0,2 et 0,28 
et entre 9,9 et 13. Ceci indique une profonde refonte du pool d'AG alimentaire qui, sous 
l'effet d'une activité de désaturation, voit sa proportion en AGMI très fortement augmentée 
au niveau du TA. Les modèles mUTins, déficients en SCD 1 au niveau hépatique et 
possédant une activité SCD1 au niveau du TA, ne sont pas résistant à une DIO riche en 
AGS ou riche en hydrates de carbones. Ceci indique un rôle important de la delta-9­
désaturation induite par SCD1, dans la croissance du TA (Miyazaki, Flowers et al. 2007). 
Chez l'homme la lipogenèse adipocytaire est aussi active et le niveau de désaturation est 
plus élevé dans le TA comparativement au foie (Diraison, Yankah et al. 2003; Kotronen, 
Seppanen-Laakso et al. 2010). 
Nos données et la littérature, indiquent bien que le TA n'est pas un simple organe de 
dépôt d'AG et que la lipogenèse, incluant une forte activité de désaturation, y est 
constamment activée. 
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5.2.4.2 L'indice de désaturation (C18: lIC 18:0) est associé à l'expansion du TA 
Dans notre étude, nous avons comparé deux groupes de patientes, possédant ou non 
des adipocytes hypertrophiés au niveau du TA OM (obèses viscérales). Nos analyses 
révèlent qu'au niveau du TA OM des patientes atteintes d'obésité viscérale, le taux d'acide 
stéarique (C18:0) est significativement plus faible de même que l'indice d'élongation 
(C18:0/C16:0). De plus, l'indice de désaturation (C18: lIC18:0) est, quant à lui, 
significativement plus élevé (TabA.3). Nos analyses de corrélations, chez toutes les 
patientes de la cohorte, révèlent que la surface du TA OM (VAT area) est associée à une 
diminution du taux de C18:0. La surface du TA OM est aussi négativement associée avec 
l'indice d'élongation (C18:0/CI6:0) et positivement corrélée avec l'indice de désaturation 
(C18:1/C18:0) (TabAA). Au niveau du TA SC, nous observons les mêmes corrélations que 
dans le TA OM. Une association négative est observée entre la surface du TA SC (SAT 
area), le taux de C18:0 et l'indice d'élongation (CI8:0/C16:0). De son coté, l'indice de 
désaturation (CI8: 1/C18:0) est positivement associé avec la surface duTA SC (TabA.3). 
Ces données suggèrent que, dans un compartiment donné, le C18:0 est 
préférentiellement désaturé en C18: 1 pour ensuite être stocké sous forme de TG au niveau 
du TA. Ce constat est supporté par plusieurs études chez l'animal et au niveau cellulaire .. 
En effet, chez le rat et dans les cellules adipocytaires humaines en culture, les processus 
d'élongation et de désaturation sont parallèlement régulés pour favoriser la formation de 
C18:1 (Collins, Neville et al. 2010; Turyn, Stojek et al. 2010). Il a été démontré que SCDl 
est colocalisé avec DGAT2, l'enzyme limitante de la synthèse des TG. Ces deux enzymes 
sont retrouvées au niveau du RE et de la membrane associée à la mitochondrie. C'est 
d'ailleurs au niveau de ces organelles que se déroule la formation des GL qui permettent le 
stockage des TG au niveau du TA (Man, Miyazaki et al. 2006; Cheng, Fujita et al. 2009; 
Stone, Levin et al. 2009). Ajoutons à cela, que le niveau de delta-9-désaturation est diminué 
dans les cellules où la formation des GL est inhibée (Boutet, El Mourabit et al. 2009). 
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Nous n'observons pas de différence au niveau du taux de C18:l entre nos deux 
groupes de patientes. Ceci provient probablement du fait que cet AG est de loin le plus 
abondant dans le TA (FigA.l) et par conséquent, les variations de quantité sont 
difficilement appréciables sur un faible nombre de patientes. Une étude impliquant la 
participation de plus de patientes pennettrait de détecter des variations significatives du 
taux de C18:1. 
5.204.3 Le TA SC est sensible à l'action de l'insuline et stocke les AG sur le long tenne 
Nos résultats montrent que le niveau de TG circulant est négativement associé au 
niveau de C18:0 et à l'indice d'élongation (C18:0/C16:0) et est positivement associé à 
l'indice de désaturation (C18:l/CI8:0) dans le TA OMo Au niveau du TA SC, ces 
paramètres sont associés avec le niveau d'insuline, le BMI et la masse corporelle d'AG 
(TabAA). Ces corrélations reflètent des particularités du TA OM qui sont d'une part, sa 
grande contribution au flux d'AG non estérifiés (AGNE) vers le foie et d'autre part, sa 
résistance à l'insuline sur l'arrêt de la lipolyse en période post-prandiale (Bergman, Van 
Citters et al. 2001; Tchemof, Belanger et al. 2006). Au niveau hépatique, ces AGNE 
contribuent fortement à la composition des TG circulants (Donnelly, Smith et al. 2005). Le 
TA SC, quant à lui, est composé d'adipocytes plus sensible à l'action de l'insuline. Il 
possède une activité LPL et un niveau de synthèse des TG plus élevé ce qui, au final, lui 
permet un stockage plus important et sur un plus long terme des AG (Edens, Fried et al. 
1993; Tchemof, Belanger et al. 2006; MacLaren, Cui et al. 2008). 
5.20404 SCD 1 n'est pas régulée de la même façon dans le TA OM et SC 
Au niveau du TA SC, l'analyse du niveau d'expression de SCD1 chez dix patientes 
supplémentaires non insulino-résistantes, indique une association entre le niveau d'ARNm 
et le niveau de protéine SCDl avec la masse d'AG corporelle et le BMI (FigA.2 et données 
non montrées). Ces résultats sont en accord avec une étude récente montrant que, chez des 
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patients obèses, la principale variable associée avec le niveau protéique de SCD1 dans le 
TA SC est le BMI (Garcia-Serrano, Moreno-Santos et al. 2010). 
Nous avons aussi comparé le niveau d'expression et de phosphorylation d'ERK1/2 
entre les patientes en surpoids, présentant aussi des adipocytes aM hypertrophiés, et les 
patientes de poids normal. Nos résultats, en accord avec l'étude de Laviola et collaborateurs, 
montrent que chez les patientes de poids normal les niveaux d'expression et d'activation 
d'ERK1I2 sont plus élevé dans le TA aM comparé au TA SC (FigA.3) (Laviola, Perrini et 
al. 2006). Chez les patientes en surpoids, nous observons une diminution de l'activation de 
ERKI/2 dans le TA aM (FigA.3). ERK1I2 est un facteur important dans la différenciation 
adipocytaire et ce processus est favorisé par l'action de l'insuline. (Boney, Gruppuso et al. 
2000; Bost, Caron et al. 2002; Bost, Aouadi et al. 2005; Aouadi, Binetruy et al. 2006). Un 
niveau soutenu d'expression et de phosphorylation d'ERK1I2, dans le TA SC chez les 
patientes en surpoids, indiquerait que ce dépôt est en hyperplasie. A l'inverse, le TA aM 
qui lui est composé d'adipocytes hypertrophiés présenterait une diminution de sa capacité à 
recruter et à différencier de nouveaux adipocytes. 
De même que pour ERK1I2; nous avons aussi comparé le niveau d'expression de 
SCDl. Nos résultats montrent que chez les patientes en surpoids, le niveau d'expression de 
SCDl est plus élevé dans le TA SC comparé au TA aM (FigA.3). La transcription de 
SCD1 est stimulée par le facteur SREBP-1c en réponse à l'insuline. De façon intéressante, 
une étude précédente a montré que le niveau d'expression du facteur de transcription 
SREBP-lc est lui aussi plus important dans le TA SC comparé au TA aM chez des 
individus obèses (Kolehmainen, Vidal et al. 2001). 
Chez les patients non obèses, le niveau d'expression des protéines impliquées dans 
la signalisation de l'insuline, tel que le récepteur à l'insuline, IRS-2, p85 et ERK1I2, sont 
plus élevés dans le TA aM comparé au SC (Laviola, Perrini et al. 2006). De plus, l'effet de 
l'insuline, sur l'activation de ses protéines cibles, est plus prononcé dans le TA aM 
--
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(Laviola, Perrini et al. 2006). Nos résultats du chapitre IV et une analyse supplémentaire, 
montrent des résultats similaires concernant l'expression d'ERK1I2 (Fig.4.3) mais aussi 
concernant le niveau d'expression du récepteur à l'insuline (F ig. 5.7). 
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Figure 5.7: Comparaison entre le TA üM et SC du niveau d'expression du récepteur 
à l'insuline (IR) chez des patientes en surpoids ou non. 
Ratio OM/SC du niveau d'expression du récepteur à l'insuline (IR) et de GAPDH, chez des 
patientes de poids normal (BMI<30 kg/m2) (barres blanches) ou en surpoids (BMI>30 
kg/m2) (barres noires) analysé par immunobuvardage. L'anticorps utilisé IR a-960 est un 
don généreux du laboratoire du Dr. Posner. Il reconnaît la partie juxta-membranaire de la 
sous-unité ~ de l'IR (Burgess, Wada et al. 1992). Le graphique représente l'analyse 
densitométrique réalisée sur quatre patientes. 
A l'inverse, chez des patients obèses, les travaux de Zierath et collaborateurs ont 
rapporté que le niveau d'activation d'IRS1 et de PI3K en réponse à l'insuline est plus élevé 
dans le TA SC comparé au TA OM (Zierath, Livingston et al. 1998). Dans ce sens, nous 
observons un niveau d'expression du IR plus élevé dans le TA SC des patientes en surpoids 
suggérant une plus grande sensibilité à l'insuline (Fig.5.7). 
Des analyses de corrélations supplémentaires, entre le mveau d'ARNm et de 
protéine SCD1 révèlent que le niveau de la protéine SCD1 est significativement associé au 
niveau d' ARNm dans le TA SC. En revanche, cette association est inexistante dans le TA 
üM (Tab.5.1).Ce résultat appuie l'hypothèse que SCD1 n'est pas régulée de la même 
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façon dans le TA OM comparé au TA Sc. La forte association entre la protéine et le 
messager dans le TA SC laisse suggérer une régulation à dominante transcriptionnelle. À 
l'inverse, l'absence de corrélation au niveau du TA OM suggère la dominance d'autres 
mécanismes de régulation. 
SCDlIGAPDH SCDlIGAPDH 
protéine OM protéine SC 
SCD1/Atp50 r = 0.24 P = 0,48 r = -0.39 p = 0.25 
ARNmOM 
SCDlIAtp50 r = 0.21 P = 0.91 r = 0,85 p = 0,003 
AR1~mSC 
Tableau 5.1 : Coéfficients de corrélations de Pearson entre le niveau d'expression 
d'ARNm normalisé par Atp50 et de protéine SCD1 normalisé par GAPDH. 
Des résultats équivalents sont retrouvés lors de l'utilisation d'autres gènes de références 
G6PD ou HPRT (voir section.4.4.7) 
Au niveau adipocytaire, SCD 1 est aussi régulée par les Acides Gras Polyinsaturés 
(AGPI) des familles n-6 et n-3. Les AGPI sont capables d'inhiber la transcription de SCDl 
via un élément de réponse localisé sur la partie proximale du promoteur (PUFA-RE) 
(Fig.1.6) (Ntambi 1999). Dans les adipocytes différenciés, les AGPI n-3 et n-6 diminuent 
aussi fortement la stabilité du messager SCD1 (Sessler, Kaur et al. 1996; Ntambi 1999). 
Nous n'observons pas de différences dans la composition en AGPI, des différents dépôts de 
TA, chez les patientes de notre cohorte. Cependant, une étude récente montre un plus haut 
pourcentage du niveau d'AGPI n-6 dans le TA OM chez des patients obèses accompagné 
d'un plus faible niveau du messager SCD1 (Garcia-Serrano, Moreno-Santos et al. 2010). 
Chez le rat, les AGPI n-3 tel que l'EPA et le DHA n'ont pas d'effet sur l'expression des 
gènes de la lipogenèse, tel que FAS, dans le TA Sc. Par contre, le niveau d'ARNm de la 
FAS est diminué par les AGPI n-3 dans le TA rétropéritonéale (Raclot, Groscolas et al. 
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1997). Ces études et nos résultats suggèrent que l'expression de SCDI serait contrôlée plus 
étroitement par les AGPI n-6 ou n-3 dans le TA üM comparativement au TA Sc. 
Les travaux de Kloting et collaborateurs montrent que chez des patients non atteints 
du syndrome métabolique, le niveau de miR-18Ia, ciblant potentiellement l'ARNm de 
hSCD 1 (Fig. 1.9), est supérieur dans le TA üM comparé au TA Sc. Un plus haut niveau 
d'expression de ce miRNA dans le TA üM serait un autre facteur pouvant expliquer une 
différence de régulation dépôt spécifique de SCD l, à savoir, une plus étroite régulation au 
niveau de la stabilité de l'ARNm dans le TA üM (Kloting, Berthold et al. 2009). 
Pris ensemble, nos résultats et la littérature suggèrent donc que la variation du 
niveau de réponse à l'insuline dans les différents dépôts de TA serait un des facteurs 
expliquant la différence de distribution de l'expression de SCD 1. Chez les patientes en 
surpoids de notre cohorte non atteintes du syndrome métabolique, une plus forte sensibilité 
à l'insuline du TA SC comparé au TA üM expliquerait un plus haut niveau d'expression de 
SCD 1 dans le TA Sc. D'autres facteurs influençant la distribution de SCD 1 serait, par 
exemple, sa régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle médiées par les AGPI 
etJou les miRNA. 
L'utilisation du questionnaire alimentaire présente tout de même des limites. 
Cependant, puisque les apports en AG étaient en général bien représentés au niveau du TA, 
cecisuggère que les patientes globalement avaient un même apport en AG. 
Notons que nos résultats, au niveau de l'expression de SCD1, diffèrent partiellement 
de l'étude récente de Garcia-Serrano et collaborateurs en 2010. Cette étude montre que 
chez les patients non obèses, le niveau d'expression de SCD1 dans le TA üM est plus élevé 
que dans le TA SC et cela en accord avec nos données. En revanche, une tendance inverse 
est observée chez les patients obèses de leur cohorte. Ces différences doivent provenir des 
patients recrutés qui sont sévèrement obèses et développent de l'insulino-résistance 
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(Garcia-Serrano, Moreno-Santos et al. 2010). Ceci doit profondément modifier la 
dynamique de la régulation de SCD 1 en comparaison avec les patientes de notre cohorte 
qui n'ont pas développé de syndrome métabolique. 
5.2.4.5 Le ratio C16: lIC 16:0 serait associé à l'insulino-résistance 
Comme mentionné, les patientes de notre cohorte ne sont pas insulino-resistantes et, 
lors de notre étude, nous ,n'observons pas d'association entre le niveau de C16:0, de C16:1 
ou encore l'indice de désaturation (C16:lIC16:0) avec les paramètres d'adiposité. Cette 
absence d'association proviendrait du fait que la désaturation du C16:0 ne serait pas 
associée au stockage mais plutôt à l'insu1ino-résistance. 
En effet, l'acide palmitique est le précurseur de la synthèse de facteurs promouvant 
l'insulino-résistance comme les céramides (Schmitz-Peiffer, Craig et al. 1999; Blachnio­
Zabielska, Pulka et al. 20 Il). De plus, les études sur les modèles cellulaires montrent que la 
delta-9-désaturation du C16:0 protège l'intégrité et la fonction des cellules ~-pancréatiques 
(Maedler, Oberholzer et al. 2003; Busch, Gurisik et al. 2005). Au niveau adipocytaire, le 
C16:1 est capable de mimer l'effet des thiazolidinédiones (insulino-sensibilisateur) sur 
l'induction de PPAR-y (Sauma, Stenkula et al. 2006). Chez la souris, le C16:1 en 
provenance du TA, a été montré jouer le rôle de lipokine et permet d'améliorer l'insulino­
résistance au niveau musculaire et de réduire le risque de stéatose hépatique (Cao, Gerhold 
et al. 2008). 
Chez l'humain, l'augmentation du nIveau de C16:0 dans le TA est fortement 
associée à l'insulino-résistance (Iggman, Am10v et al. 2010) et le niveau de C16:1, sous 
forme d'AGL circulant, constitue un prédicteur de l'insulino-sensibilité (Stefan, Kantartzis 
et al. 2010). L'étude récente de Garcia-Serrano et collaborateurs a déterminé que le niveau 
d'expression de SCDl dans le TA OM est inversement associé avec le niveau d'insulino­
résistance, mais cette étude n'a pas mis en évidence de différence au niveau des taux 
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d'acide palmitique ou palmitoléique (Garcia-Serrano, Moreno-Santos et al. 2010). Cette 
hypothèse reste donc à démontrer et pourrait être vérifiée en comparant le profil lipidique 
de différents patient(e)s atteint(e)s ou non d'insulino-résistance et présentant une adiposité 
et un apport alimentaire similaire. 
En conclusion, cette thèse montre le rôle de la voie PI3K-mTORCl et des facteurs 
de transcription SREBP-l et NF-Y dans la stimulation de l'expression de SCDl par 
l'insuline au niveau du foie. L'implication de mTORCl dans la régulation des gènes de la 
lipogenèse est une information très importante, notamment dans la compréhension des 
phénomènes impliqués dans le diabète de type II et au niveau de certains cancers. 
Dans une deuxième étude, nous montrons que la leptine, hormone principalement 
produite par le TA en expansion, agit directement sur des cellules hépatiques en culture 
pour inhiber l'expression de SCDI via la voie de signalisation Jak2-ERKl/2-p90RSK et en 
impliquant les facteurs de transcription SpI et AP-l. Cette hormone est aussi capable 
d'influencer la réponse à l'insuline directement au niveau hépatique. Ceci constituerait un 
mécanisme de régulation de la leptine indépendant de son action au niveau du SNC. 
Nous montrons aussi chez la femme, que l'expansion du TA est associée à une 
augmentation de l'activité de SCD1. Chez les femmes en surpoids, l'augmentation du 
niveau d'expression de SCDl au niveau du TA SC par rapport au TA OM constituerait un 
facteur protecteur du syndrome métabolique. 
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A.l.I Résumé 
SCDlest l'enzyme catalysant la synthèse des acides gras monoinsaturés 
(MUFA) préférentiellement le palmitoléyl-CoA et l'oleyl-CoA à partir de palmitoyl­
CoA et le stéaroyl-CoA respectivement. Ces acides gras entrent ensuite dans la 
composition des triglycérides, des phospholipides membranaires ainsi que des esters 
de cire et de cholestérol. L'étude de la régulation de SCD l revêt son importance 
depuis que l'altération de la composition des phospholipides membranaires a été 
impliquée dans de nombreuses maladies incluant le cancer, le diabète de type 2 et les 
désordres cardiovasculaires. De plus, l'acide oléique, le principal produit de SCDl, 
constitue l'acide gras le plus abondant dans la composition des triglycérides du tissu 
adipeux associant de ce fait SCDI avec le développement de l'obésité et du syndrome 
métabolique. Vu le rôle clé de SCD 1 dans le métabolisme en général, il n'est pas 
surprenant d'observer que son expression est régulée par un processus très complexe 
en réponse à de nombreux paramètres physiologiques tels que des facteurs 
hormonaux et nutritionnels. Dans cette revue nous analysons l'anatomie et 
inventorions les facteurs de transcription liant le promoteur du gène codant pour 
SCDl. Nous présentons par la suite le rôle des hormones dans la régulation de 
l'expression de SCDI avec une attention particulière pour l'insuline et la leptine. 
Nous décrivons aussi le rôle des nutriments avec une attention spéciale pour les 
acides gras polyinsaturés (PUFAs) ainsi que les hydrates de carbones. 
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A.1.2 Abstract 
Stearoyl-CoA Desaturase l (SCD 1) is the rate limiting enzyme cataIyzing the 
biosynthesis of monounsaturated fatty acids preferentially from palmitoyl-CoA and 
stearoyl-CoA forming respectively palmitoleyl-CoA and oleyl-CoA. These 
monounsaturated fatty acids are the key components of triglycerides and membrane 
phospholipids. Studying the regulation of SCDl is of particular interest since 
aiterations in phospholipids composition have been implicated in a variety of diseases 
including cancers, diabetes and cardiovascular disorders. Furthermore, oleic acid, the 
main product ofSCDl reaction, is the predominant fatty acid ofhuman adipose tissue 
triacylgIycerols, associating SCD 1 with the development of obesity and the metabolic 
syndrome. In Iight of the key role of SCD 1 in generai metabolism, it is not surprising 
to observe a very tight and complex regulation of SCD 1 gene expression in response 
to various parameters including hormonal and nutrient factors. In this review we 
analyze the anatomy and index the transcription factors that have been characterized 
to bind the SCD 1 promoter. Then we present the CUITent knowledge on how 
hormones regulate SCDl expression with a particular interest on the role of insulin 
and Ieptin. We aiso describe how nutrients especially polyunsaturated fatty acids and 
carbohydrates modulate SCDl gene expression. 
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A.1.3 Introduction 
The stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCD1) is a 40 kDa intrinsic membrane 
protein anchored in the endoplasmic reticulum. This iron-containing enzyme 
catalyzes the biosynthesis of monounsaturated fatty acids that requires acyl-CoA, 
NADH, NADH-reductase, cytochrome b5, phospholipid, and oxygen (Strittmatter, 
Spatz et al. 1974). SCD1 introduces a cis double bond in the delta-9 position of fatty 
acyl-CoA substrates. SCD can act on chain lengths from C12:0 to C19:0 (Enoch, 
Catala et al. 1976). However SCD 1 preferred desaturation substrates are palmitoyl­
CoA (C16:0) and stearoyl-CoA (C18:0), which are converted to palmitoleoyl-CoA 
(C16:1 n-7) and oleoyl-CoA (C18:1 n-9) respectively (Flowers and Ntambi 2008). 
These monounsaturated fatty acids (MUFAs) are key substrates for the formation of 
phospholipids, triacylglycerols, cholesterol and wax esters. Phospholipid composition 
is impOltant in the maintenance of membrane fluidity necessary for a normal cellular 
function. Moreover triacylglycerols which are predominant fatty acids in human 
adipose tissue are principally formed from oleic acid, the main product of SCD1 
reaction (Jeffcoat 2007). Furtherrnore alterations in phospholipids composition have 
been implicated in a variety of diseases including cancers (Khoo, Fermor et al. 1991; 
Li, Ding et al. 1994) type II diabetes (Flowers, Miyazaki et al. 2006; Gutierrez-Juarez, 
Pocai et al. 2006) and cardiovascular disorders (MacDonald, Singaraja et al. 2008; 
MacDonald, van Eck et al. 2009), thus associating SCD1 with these diseases. 
SCD1 regulation is a very complex phenomena as the intracellular 
concentration of desaturases fluctuates in response to a very large number of effectors 
including hormonal and dietary factors: SCD 1 is the principal target of these stimuli 
(Ntambi 1999). SCD1 is also very tightly regulated as the regulation of SCD occurs 
through a regulation at the transcriptional level but also through a rapid protein 
degradation (Heinemann and Ozols 1998; Mziaut, Korza et al. 2000; Kato, Sakaki et 
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al. 2006) producing variation of enzymatic activities ln response to various 
physiologie demands. 
In the present reVlew we analyze data on the regulation of SCO 1 gene 
expression mainly in liver and adipose tissue. A first focus will be made on the 
anatomy of the SCOI promoter and on the transcription factors binding on this 
regulatory region. A section will then describe the association of SCO 1 with cancer 
and obesity. Thereafter, we will present the CUITent knowledge on how hormones 
regulate the SCO 1 promoter with a particular focus on the role of insulin and leptin. 
The last part of this review will describe how nutrients, especially polyunsaturated 
fatty acids (PUFAs) and carbohydrates, modulate SCO1 gene expression. 
A.1.4 Stearoyl-CoA Desaturase gene 
The entire coding sequences of the SCO genes as well as their promoter 
regions have been characterized in different species. Four SCO isoforms have been 
identified in mice (Ntambi 1988; Kaestner, Ntambi et al. 1989; Zheng, Prouty et al. 
2001; Miyazaki, Jacobson et al. 2003). The mSCOI gene is expressed in various 
tissues including liver and adipose tissue. The mSC02 is mainly expressed in brain 
while mSC03 expression is restricted to the harderian gland. The expression of the 
mSC04 appears to be restricted to the heart. Two SCO isoforms have been isolated in 
rat (SC01 and SC02) (Mihara 1990), and in hUman (SCO 1 and SC05) (Zhang, Ge et 
al. 1999; Wang, Yu et al. 2005). The hSCOI shares a high homology with the rat and 
mouse genes, however, the hSC05, which is mainly expressed in brain and pancreas, 
appears to be specifie of primates. To date, in chicken (Lefevre, Oiot et al. 1999), 
only one isofoITll has been isolated. It is ubiquitously expressed with a higher 
expression observed in hypothalamus, kidney, liver, and adipose tissue (Oridi, Taouis 
et al. 2007). 
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The human SCD 1 gene spans 24 kb and contains 6 exons (Zhang, Ge et al. 1999). 
The exon l contains the ATG while the exon 6 encodes for a very long (around 2 kb) 
3'-untrans1ated region. This unusua1 long 3'-untranslated region, also observed in 
yeast, contains several structural motifs (UUAUUUA(U/A)(U/A) (Ntambi 1988; 
Mihara 1990; Gonzalez and Martin 1996; Zhang, Ge et al. 1999) characteristics of 
mRNA destabilization motifs (Lagnado, Brown et al. 1994). A similar gene 
organization is observed in rat and mouse. 
Promoter regions of SCD1 genes have been characterized in various species 
including mice (Tabor, Kim et al. 1999), human (Zhang, Ge et al. 2001), chicken 
(Lefevre, Tripon et al. 2001), goose (Kameda and Goodridge 1991) and bovine 
(Keating, Kennelly et al. 2006). High carbohydrate diet (Prasad 1979; Waters and 
Ntambi 1994; Flowers and Ntambi 2009), insulin (Joshi and Aranda 1979; Waters 
and Ntambi 1994; Lefevre, Diot et al. 1999; Flowers and Ntambi 2009), peroxisome 
proliferators and cholesterol were identified as positive effectors of SCD1 
transcription (Joshi and Aranda 1979; Chin 1982; Kawashima 1983) whereas, 
triiodothyronine (T3), estrogen, PUFAs and leptin were described as inhibitors 
(Waters, Miller et al. 1997; Sampath and Ntambi 2005; Gallardo, Bonzon­
Kulichenko et al. 2007; Bryzgalova, Lundholm et al. 2008; Mauvoisin, Prevost et al. 
2010). Numerous transcription factors bind to the SCD1 promoter suggesting a fine 
regulation of SCD1 expression. This includes SREBP-lc, LXR, PPAR-a., CIEBP-a., 
NF-l, NF-Y, AP-1, SpI, TR and PGC1-~ (Fig.A.!.l). 
A.1.5 Role of SCDl in obesity and cancer 
Increased expression of SCD1 may be implicated in cancer development (Li, 
Ding et al. 1994; Moore, Knudsen et al. 2005; Morgan-Lappe, Tucker et al. 2007), 
however no general trend among cancer types has been observed. Indeed, Scaglia et 
al. links upregulation of SCD 1 to increased neoplastic cell transformation (Scaglia, 
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Caviglia et al. 2005). In various studies, they showed that SCD l inhibition has been 
associated with impairs cel1 survival in human lung carcinoma cell lines (Morgan­
Lappe, Tucker et al. 2007; Scaglia and Igal 2008; Scaglia, Chisholm et al. 2009). 
Moreover a recent study showed that inhibition of SCD l blocks prostate cancer 
progression in mice (Fritz, Benfodda et al. 20 l 0). In eontrast, Moore et al. observed 
that loss of SCD1 expression is often seen in prostate cancer (Moore, Knudsen et al. 
2005). Furthermore, inhibition of SCD l does not seem to affect cell death in the 
human breast carcinoma MDA-MB-468 (Morgan-Lappe, Tucker et al. 2007). Renee, 
further investigations are needed to precisely clarify the role of SCD1 in 
tumorigenesis. 
Evidences describe SCD l as a potential target to prevent or treat obesity and 
the associated metabolic syndrome. Most of this was based on the observations made 
in mice. Mouse models of obesity which have a high level of SCD1 expression 
present a liver steatosis and insulin resistance (Enser 1975; Miyazaki, Sampath et al. 
2009). In contrast, mice deficient in SCD lare lean, resistant to diet-induced obesity 
and insulin sensitive (Ntambi, Miyazaki et al. 2002; Miyazaki, Sampath et al. 2009). 
Furthermore, two studies performed in human and another one in mouse showed that 
increased cellular SCD 1 activity influences the general cellular fatty acid composition 
by promoting fatty acid synthesis and decreasing oxidation (Hulver, Berggren et al. 
2005; Jiang, Li et al. 2005; Sampath, Miyazaki et al. 2007). Hence, decreasing SCD1 
expression might protect aga,inst obesity and insulin resistance. However, two other 
independent studies performed in humans have associated a low hepatic SCD1 
activity with fatty liver and insulin resistance (Riserus, Tan et al. 2005; Stefan, Peter 
et al. 2008). More data are needed in order to confirm the exact role of SCD1 III 
obesity and the associated metabolic syndrome. 
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A.1.6 The hormonal regulation of SCDl 
A.1.6.1Insulin 
Insulin is a powerful activator of SCDl transcription and has been shown, in­
vitro and in-vivo, to induce SCDl expression in many species including mice (Waters 
and Ntambi 1994; Ntambi, Sessler et al. 1996), bovine (Keating, Kennelly et al. 
2006), chicken (Lefevre, Diot et al. 1999) and human (Mauvoisin, Rocque et al. 
2007). Sequence analyses of SCD1 promoters display similar structures among 
chicken, mice and human revealing the presence of consensus binding sites for 
transcription factors known to mediate the insu1in response. This includes binding 
sites for SREBP-1c, CIEBP-a, NF-1 and NF-Y. This also suggests a similar 
regulation between species (Lefevre, Diot et al. 1999; Bene, Lasky et al. 2001; Zhang, 
Ge et al. 2001). The characterization of the insulin effect on SCD1 transcription has 
been mainly studied in adipose tissue and liver cells. 
The preadipocyte model 3T3-Ll has been extensively used to study the 
regulation of SCDl expression. 3T3-Ll can be differentiated into adipocytes by 3­
isobutyl-l-methylxanthine, dexamethasone and a strong dose of insulin (Bernlohr, 
Bolanowski et al. 1985). Growth arrested preadipocytes are first characterized by a 
transient increase in CIEBP-~ expression fol1owed by the tenninal differentiation 
where transcription factors such as CIEBP-a and SREBP-1c are expressed. Their 
activations then coordinate the expression of lipogenic genes including SCD1 to 
create and maintain the adipocyte phenotype (Otto and Lane 2005). In this system, 
Casimir and Ntambi showed that SCD 1 expression is more induced duriI1g the late 
phase of adipocyte formation program i.e. when ceUs start to accumulate triglycerides 
(Casimir and Ntambi 1996). During this late phase of adipocyte differentiation, 
CIEBP-a might play a critical role in maintaining insulin sensitivity (Rosen 2005). It 
was shown to function as a co-activator of the transcription factor NF-1 on the SCD 1 
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promoter, which is essential for the constitutive expression of the SCD 1 promoter in 
these ceUs (Christy, Yang et al. 1989; Cheneval, Christy et al. 1991; Singh and 
Ntambi 1998). 
Insulin activates the transcription of numerous genes through the transcription 
factor SREBP-1 c (Mounier and Posner 2006). SREBP-1 c is synthesized as a 
precursor anchored in the endoplasmic reticulum. Its exportation to the Golgi and 
cleavage leads to the liberation of its mature form which is translocated to the nucleus 
where it can transduce the insulin signal (Ferre and FoufeUe 2007). During 3T3-Ll 
ceUs differentiation, SCD 1 expression is increased probably in response to insulin. 
This transcriptional activation requires a direct binding of SREBP-1c and NF-Yon 
the SCD1 promoter (Tabor, Kim et al. 1999). 
In liver, insulin also activates SCDl expression. Co-transfection and in-vivo 
studies have shown that SREBP-1 c plays a central role in the transcriptional 
activation of SCDl in this tissue (Shimomura, Shimano et al. 1998; Lefevre, Diot et 
al. 1999). Our recent study using both chicken embryo hepatocytes and HepG2 ceUs 
demonstrated that insulin activates SCD 1 transcription via the activation of a 
PI3Kinase (PI3K), Akt and mTor dependent signaling pathway that targets two 
insulin response elements (IRE) on the SCD1 promoter. We showed that stimulation 
of hepatic ceUs with insulin, leads to increase binding of the two transcription factors 
SREBP-1c and NF-Yon the most 3' IRE (Mauvoisin, Rocque et al. 2007). 
A.1.6.2 Leptin 
Leptin, the product of the obese (ob) gene, is an adipocyte hormone, which 
generaUy regulates energy balance in vivo. Study in ob/ob mice have shown that 
injection of leptin in the central nervous system or subcutaneously leads to inhibition 
of SCD1 expression in both liver (Biddinger, Miyazaki et al. 2006) and adipose tissue 
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(Zhang, Oella-Fera et al. 2008; Trevaskis, Lei et al. 2010). A similar effect on SC01 ­
gene expression has also been observed when normal mice were injected with leptin 
(Biddinger, Miyazaki et al. 2006). The effect of leptin injection in the central nervous 
system suggests an indirect effect of the hormone regarding the inhibition of hepatic 
lipogenesis including SC01 expression (Cohen, Zhao et al. 2001; Lin, Choi et al. 
2003; Gallardo, Bonzon-Kulichenko et al. 2007). However, in HepG2 cells, which 
expressed the leptin receptor (Saxena, Sharma et al. 2007), we have recently 
demonstrated that leptin reduces SC01 expression by directly reducing SC01 gene 
transcription (Mauvoisin, Prevost et al. 2010). Hence central and peripheral actions of 
leptin may be complementary regarding SC01 inhibition in liver. 
Regulation of SC01 expression by leptin is of particular interest because in­
vivo the role of insulin seems to be subordinate to that of leptin. It was shown in liver 
of ob/ob mice that in presence of insulin, lep tin keeps its suppressing effect on SCD1 
expression which was independent of SREBP-1c (Biddinger, Miyazaki et al. 2006). 
In agreement with this study, we have demonstrated in HepG2 ceUs that leptin 
inhibits SCD 1 transcription by targeting a specifie leptin response element (LepRE) 
on the SC01 promoter (Mauvoisin, Prevost et al. 2010). This LepRE is independent 
of the previously characterized 3' IRE (Mauvoisin, Rocque et al. 2007) ·and is 
targeted by a Jak2-ERKl/2-p90RSK signaling pathway. Leptin, via this signaling 
pathway, leads to enhanced binding of the transcription factors Sp1 and AP-1 on the 
LepRE (Mauvoisin, Prevost et al. 2010). 
We have also observed that leptin abolishes the inducing effect of insulin on 
SCO 1 expression suggesting a crosstalk between the two signaling pathways 
(Mauvoisin, Prevost et al. 2010). Leptin may impair insulin ability to activate SCD 1 
gene transcription by modulating the first steps of the insulin signaling cascade such 
as the autophosphorylation of the insulin receptor and/or the tyrosine phosphorylation 
of insulin receptor substrates (Cohen, Novick et al. 1996). Leptin could also regulate 
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SCO 1 expression at a post-transcriptiona1level. Indeed, it has been demonstrated that 
leptin can increase the TIMP-1 and MMP-1 mR1'-rA stabilities through the activation 
of a p38 MAPK pathway (Cao, Mak et al. 2004; Cao, Mak et al. 2006). Leptin might 
a1so act on SCO 1 by directly influencing the stability of the protein as demonstrated 
for the hepatic ABCOS-ABC08 sterol transporter. Indeed, the ha1f-life of this 
anchored endoplasmic reticu1um protein, like SCO 1, is strongly modified in response 
to leptin (Sabeva, Rouse et al. 2007). 
Leptin is known to activate STAT3 phosphory1ation in hepatic cells (Saxena, 
Sharma et al. 2007; Mauvoisin, Prevost et al. 2010). Interesting1y, it has been recently 
shown that the expression of the SREBP-l c promoter is negative1y regu1ated by 
STAT3 in hepatocytes (E1am, Yellaturu et al. 2010). Therefore, by activating STAT3, 
1eptin might decrease the level of SREBP-1 c 1eading to inhibition of the insulin effect 
on the SCO 1 gene promoter. In addition, stimulation of hepatic STAT3 expression 
1eads to a genera1 decrease in the expression of 1ipogenic genes (Gao, Bryzga10va et 
al. 2006). A direct ro1e of STAT3 on the SCO 1 promoter may a1so be considered. 
T.bese mechanisms might exp1ain the dominant effect of 1eptin compared to insu1in 
regarding SCO 1 gene transcription. 
A.1.6.3 Others 
Regulation of SCO 1 gene expression has a1so been studied in response to a 
large variety of other hormones. In rat 1iver, but not in adipose tissue, growth 
hormone (OH) stimu1ates SCDl expression, which may be explained by increased 
expression of SREBP-1 c (Frick, Linden et al. 2002). However, in bovine adipose 
tissue, OH inhibits SCOl mainly because the fatty acid metabolism is redirected to 
the marnmary gland in order to enhance milk fatty acid yie1d (Beswick and Kennelly 
2000). 
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SCDl expression is also under the positive control of growth factors. Indeed, 
by activating a PI3K signaling pathway, PDGF, EGF, KGF and FGF have been 
shown to activate SREBP leading to enhance lipogenic genes expression inc1uding 
SCDl (Mason, Pan et al. 2003; Demoulin, Ericsson et al. 2004; Chang, Wang et al. 
2005). TGF-~ also stimulates SCDl expression apparently through a Smad dependent 
signaling pathway (Samuel, Nagineni et al. 2002) 
Androgen have also been identified as powerful activators ofhepatic FAR-l7c, 
the homologous of SCD 1 in hamster (Ideta, Seki et al. 1995; Ideta, Seki et al. 1998). 
In rat, injection of ghrelin, the appetite-stimulating peptide hormone, secreted by the 
food-deprived stomach (Kojima, Hosoda et al. 1999) increases the level of SCD 1 
mRNA in adipose tissue (Ambati, Li et al. 2009). 
A study performed in estrogen receptor knockout mice suggests that estrogen 
is a negative regulator of SCD 1 gene expression (Bryzgalova, Gao et al. 2006). In 
agreement with this study, administration of estrogen in human decreases the level of 
SCDl expression in adipose tissue (Lundholm, Zang et al. 2008). Moreover in 3T3­
LI cells, co-transfection of the SCD 1 promoter and the estrogen receptor leads to a 
significant decrease of SCDl transcription in response to estrogen treatmeilt. The 
same effect of estrogen is also observed on SREBP-l c promoter activity (Bryzgalova, 
Lundholm et al. 2008). Hence in adipose tissue, estrogen may inhibit SCDl 
expression directly at the transcriptional level or indirectly via a decrease in SREBP­
1c expression. In liver, estrogen also inhibits SCDl expression. ,However this 
inhibition appears to be independent of SREBP-l c (Bryzgalova, Lundholm et al. 
2008). In this case, the estrogen effect on SCD 1 could be mediated by STAT3 as 
estrogens directly stimulate hepatic expression of STAT3 (Gao, Bryzgalova et al. 
2006; Bryzgalova, Lundholm et al. 2008). 
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Glucagon has also been described as an inhibitor of SCD 1 gene transcription. 
Its negative effect appears to be attributed to a direct inhibition of the insulin 
stimulating effect (Lefevre, Diot et al. 1999). Treatment of 3T3-LI preadipocyte with 
the steroid hormone dehydroepiandrosterone (DHEA) decreases SCDl mRNA and 
protein leve1s early during the differentiation process of preadipocytes (Gomez, 
Miyazaki et al. 2002). 
Another powerfu1 inhibitor of SCD 1 is the thyroid hormone T3. Waters and 
Ntambi showed that injection of T3 in mice strongly represses hepatic SCD 1 mRNA 
levels. Moreover a study performed in HepG2 cells showed that SCD 1 transcriptional 
repression by T3 is dependent on the binding of the T3 receptor-a on a T3 response 
element located on SCDl promoter (Waters, Miller et al. 1997). In our laboratory, we 
have previous1y showed that T3 induced fatty acid synthase expression via a genomic 
and a non genomic action invo1ving the activation of an ERKl/2 MAPK dependent 
signaling pathway (Radenne, Akpa et al. 2008). We have a1so previous1y 
demonstrated that ERKl/2 MAPK inhibits SCD 1 transcription (Mauvoisin, Prevost et 
al. 2010) suggesting that T3 may act on the SCD 1 promoter through the activation of 
this MAPK signaling pathway. 
Finally, in-vivo studies showed that amylin, a pancreatic ~-cell hormone 
which is proposed to be both a satiation signal and an adiposity signal, acts 
synergistically with leptin increasing the 1eptin inhibitory effect on SCD 1 in both 
liver and adipose tissue (Roth, Hughes et al. 2007; Trevaskis, Lei et al. 2010) 
(Tab.A.1.1). 
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A.1.7 The nutritional regulation 
A.1.7.1 Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) 
PUFAs, both n-3 and n-6 series, have been described for a long time as 
powerful inhibitors of SCD 1 gene expression (Ntambi 1999). This regulation may be 
important for the regulation of VLDL secretion as most of the fatty acids synthesize 
de novo in liver are transformed into triglycerides, the main components of VLDL 
(Gibbons 1990). Docosahexaenoic acid (DHA) and Eicosapentaenoic acid (EPA) 
which belong to the omega-3 family have been identified as SCD 1 inhibitots as weil 
as omega-6 fatty acids such as arachidonic acid (AA) and conjugated linoleic acid 
(CLA) (Ntarribi 1999; Bellenger, Bellenger et al. 2004; Kajikawa, Harada et al. 2009). 
The effect of CLA on SCD1 transcription appears to be different from one 
isomer to the other (trans-10, cis-12 versus cis-9, trans-11). Indeed, incubation of 
H2.35 cells with the cis-9, trans-Il CLA isoform do not diminished SCD1 mRNA 
level whereas a mixture containing both isoforms strongly decreased it (Lee, Pariza et 
al. 1998). CLA inhibits SCD 1 gene transcription in mice and bovine while in human 
this effect appears to be main1y post-transcriptional (Choi, Park et al. 2001; Keating, 
Kennelly et al. 2006). 
A putative region responsible for mediating PUFAs effect has been localized 
on the SCD1 promoter (Waters, Miller et al. 1997). This region contained the IRE 
thatbinds SREBP-lc and NF-Y (Mauvoisin, Rocque et al. 2007) as weil as a binding 
site for PPARs (Miller and Ntambi 1996). Interestingly, PUFAs have been described 
as natural ligands for both ppAR-a (Moya-Camarena, Vanden Heuvel et al. 1999) 
and PPAR-y (Chambrier, Bastard et al. 2002; Brown, Boysen et al. 2003). However, 
Miller and Ntambi showed that whi1e AA inhibits SCD1 gene expression, c1ofibrate, 
a PPAR-a agonist, enhance SCD1 mRNA leve1 (Miller and Ntambi 1996). This study 
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strongly suggests that PUFAs do not directly targeted PPARs on the SCD 1 promoter 
to inhibit its transcription. 
PUFAs might also modulate SCD 1 gene expression through a direct effect on 
SREBP-1 c. Hence, PUFAs utilize several mo1ecular mechanisms to decrease the 
nuclear abundance of SREBP-1 c (Ou, Tu et al. 2001; Jump 2008). Both n-3 and n-6 
series can decrease SREBP-1c rnRNA level by inhibiting the binding of the LXR 
transcription factor on the SREBP-1 promoter (Yoshikawa, Shimano et al. 2002). 
This inhibition seems to involve PPAR-a activation leading to reduce formation of 
the LXR/RXR complex on the SREBP-1 c promoter (Yoshikawa, Ide et al. 2003). lt 
has been demonstrated in liver that insulin activates SREBP-1 gene expression 
through the activation of a PI3K-Akt dependent signaling pathway (Ribaux and 
lynedjian 2003). PUFAs can also inhibit insulin-induced Akt phosphorylation which 
lead to decrease SREBP-1 gene expression (Botolin, Wang et al. 2006). Furthermore, 
PUFAs, essentially the n-3 series, acce1erate the degradation of the nuclear SREBP­
1c protein through a mechanism dependent of the 26S proteasome (Botolin, Wang et 
al. 2006). Finally, PUFAs might decrease NF-Y binding on the SCD1 promoter 
(Teran-Garcia 2002) but, at the opposite of SREBP-1 c, do not modify nuclear content 
of NF-Y (Teran-Garcia, Adamson et al. 2007). 
A LXR response element has also been characterized on the mouse SCD1 
promoter and transfection studies performed in HepG2 cel1s demonstrated that the 
SCD1 promoter is a direct target of LXR (Chu, Miyazaki et al. 2006). Therefore, as 
described for the SREBP-1 c promoter (Yoshikawa, Shimano et al. 2002), PUFAs 
may compete with LXR ligands leading to decrease LXR binding on SCD 1 promoter. 
As a consequence, this may inhibit SCD1 gene transcription. 
222 
Studies performed in adipocytes showed that CLA and DHA activate the 
ERK 112 MAPK signaling pathway (Denys, Hichami et al. 2001; Brown, Boysen et al. 
2004). In other cell types such as Caco-2 (Bocca, Bozzo et al. 2007), MCF-7 
(Miglietta, Bozzo et al. 2006) and human T-cells (Yusufi, Cheng et al. 2003), PUFAs 
have a simi1ar effect on ERKl/2 MAPK phosphorylation. Of great interest, we have 
previously demonstrated that in HepG2 cells, activation of ERK1I2 MAPK dependent 
pathway by leptin inhibits SCD 1 gene expression (Mauvoisin, Prevost et al. 2010). 
Therefore, PUFAs may inhibit SCD 1 gene transcription by a direct activation of 
ERK1I2 MAPK signaling pathway. 
A.1.7.2 Carbohydrates 
Various carbohydrates have been implicated in the activation of SCD1 gene 
expression. Feeding mice for 2 days with a diet containing 55% sucrose dramatically 
increases SCD1 and SREBP-1 rnRNA expressions (Miyazaki, Kim et al. 2001). 
Compared to a chow diet, a very robust induction of the SCD1 and SREBP-1 mRNAs 
was also observed when mice were fed for a week with glucose and even more 
powerfully with fructose (Miyazaki, Dobrzyn et al. 2004). However, feeding rats for 
. a longer period (1 month) with a high sucrose diet does not showed any increase in 
SCD1 expression (Uebanso, Taketani et al. 2009). Surprisingly, after 8 months of a 
sucrose rich diet, the SCDl mRNA expression was strongly down regulated while the 
enzymatic activities of fatty acid synthase and malic enzyme remain elevated (Hein, 
Bemasconi et al. 2010). No explanation for these differential effects of carbohydrates 
on SCD 1 expression has been given by authors but the diet duration and the use of rat 
instead ofmice may account for theses discrepancies. 
The effect of glucose or fructose on SCD1 rnRNA expression in mice fed for 
2 or 7 days, appears to be both dependent and independent of SREBP~lc (Miyazaki, 
Dobrzyn et al. 2004). However, the precise molecular mechanism of carbohydrates 
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effect on SCD 1 gene expression remains to be clarified as to date, no carbohydrate 
response element has been localized on the SCD 1 promoter. It is well established that 
in vivo a high carbohydrate diet is a powerful activator of insulin secretion. Therefore 
a part of the carbohydrate effect observed in vivo may be attributed to the stimulating 
effect of insulin on SCD 1 gene transcription (Mauvoisin, Rocque et al. 2007). 
The carbohydrate response-element binding protein (ChREBP) transcription 
factor is responsible to mediate the carbohydrate response on various promoters 
(Iizuka and Horikawa 2008). This transcription factor is mainly expressed in liver, 
activated by high glucose diet and inhibited by high fat diet (Kawaguchi, Takenoshita 
et al. 2001). In liver, glucose is transfom1ed in xylulose-5-phosphate leading to the 
activation of the protein phosphatase PP2A. This phosphatase dephosphorylates the 
ChREBP which in tum is able to activate the transcription of lipogenic genes 
(Denechaud, Girard et al. 2008). To our knowledge, a direct binding of ChREBP on 
the SCD 1 promoter has not been identified yet. However, feeding ChREBP knockout 
mice with a high carbohydrate diet for a week do not increased the hepatic expression 
of the SCDl mRNA (Iizuka, Bruick et al. 2004). This suggests that ChREBP 
probably mediates the carbohydrate responseon the SCDl promoter. 
A.1.7.3 Others 
Among other nutritional stimuli that modulate SCD 1 gene expreSSIOn, 
saturated fats were identified as strong activators. In mice, the saturated fat stearate 
induces a powerful increase of SCD 1 mRNA level (Sampath and Ntambi 2005). 
While in culture myotubes, palmitate increases SCD 1 expression associated with an 
increase in the fatty acid skeletal muscle storage (Peter, Weigert et al. 2009). As 
demonstrated in mice fed with a high saturated fat diet, saturated fatty acids could 
mediate their effects on the SCDl promoter by directly increasing SREBP-lc 
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expression. They may also increase the expression of PGC1-~) a SREBP-lc co­
activator, which in tum can activate LXR-a (Lin, Yang et al. 2005). 
High cholesterol diet can also induce SCDl gene expression in liver (Garg, 
Snoswell et al. 1986; Garg, Wierzbicki et al. 1988; Landau, Sekowski et al. 1997) and 
opposes the PUFA-mediated repression of the SCD 1 gene by a mechanism 
independent of SREBP-1c (Kim, Miyazaki et al. 2002). The effect of cholesterol diet 
on the induction of SCD1 mRNA expression is totally abolished in LXR-a knockout 
mice (Peet, Turley et al. 1998) suggesting a role for LXR-a in mediating the 
cholesterol response on the SCD 1 gene. 
Several evidences have described PPARs as potent activators of SCD 1. These 
receptors can be activated by a wide range of saturated and unsaturated fatty acids 
(Gottlicher, Widmark et al. 1992; Amri, Bonino et al. 1995; Yu, Bayona et al. 1995; 
Fonnan, Chen et al. 1997; Kliewer, Sundseth et al. 1997; Chalaavarthy, Pan et al. 
2005). However, most of the studies analyzing the role of PPARs on SCD1 
expression were perfonned using knockout and transgenic mice or using PPARs 
agonists such as clofibrate and troglitazone. These studies revealed that PPAR-a 
induces SCD 1 expression in liver (Miller and Ntambi 1996). A recent study 
perfonned in pancreatic ~-cells suggests that activation of LXR downstream of 
PPAR-a can activate SREBP-1c and consequently induces transcription of SCD1 
(Hellemans, Hannaert et al. 2009). PPAR-y also targets SCD 1 in adipose tissue 
(Kurebayashi, Hirose et al. 1997; Kim and Ntambi 1999; Kim, Gomez et al. 2000; 
Takasawa, Kubota et al. 2008; Yao-Borengasser, Rassouli et al. 2008) and a human 
study supports the role of PPAR-y in SCD 1 regulation (Riserus, Tan et al. 2005). 
Finally, in liver, Vitamin A, through its irreversibly oxidized fonn retinoic 
acid, was shown to activate SCD 1 transcription by a classical mechanism involving a 
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heterodimerization between the Retinoic Acid Receptor (RAR) and Retinoid X 
Receptor (RXR) (Miller, Waters et al. 1997). However, in 3T3-Ll cells, retinoic acid 
appears to inhibit SCD l expression by changing the relative composition of the AP-1 
complex on the SCD1 promoter (Stone and Bemlohr 1990) (Tab.A.1.2). 
A.lo8 Conclusion 
Although we cannot exclude posttranscriptional mechanisms (Ntambi 1999; 
Mziaut, Korza et al. 2000; Kato, Sakaki et al. 2006) SCD 1 gene expression is 
modulated mainly at tbe transcriptional level by a wide variety of hormones and 
nutrients. By implying numerous signaling pathways and transcription factors, these 
hormonal and nutritional components allow a fine regulation of SCD1 expression. 
For a better understanding of SCD1 involvement in diseases such as obesity and the 
metabolic syndrome, the characterization of these diversified molecular signaling 
networks controlling SCD 1 expression and especially the crosstalk between these 
pathways needs further e1ucidation. 
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A.l.9 Tables 
Table A.l.I: Regulation of SCDl expression by hormonal factors 
(The highlighted lanes showed putative mechanisms.) 
Effectors Effect on 
SCD1 
Insulin Activation 
Leptin Inhibition 
Leptin Inhibition 
GH Activation 
Growth Activation
 
Factors
 
(PDGF, EGF.
 
KGF, FGF)
 
TGF·~ Activation 
Androgen Activation 
Ghrelin Activation 
Estrogen Inhibition 
Glucagon Inhibition 
DHEA Inhibition 
T3 Inhibition 
13 Inhibition 
Amylin Inhibition 
Mechanisms 
t SREBP-1 c expression 
t NF-1 binding ; 
t P13K-mTor pathway ; 
t NF-Y, SREBP-1c binding, 
t Jak2-ERK1/2-p9üRSK pathway ; 
t Sp1 ; AP-1 binding 
l insulin effect 
l insulin signaling, 
t Jak2-STAT3o+ l SREBP-1c 
l mRNA, protein stability 
t SREBP-1c expression 
t PI3K pathway 
t SREBPexpression and activation 
Smad pathway 
l SREBP-1 c (adipose tissue) 
t STAT3 (liver) 
Transcriptional effect 
l insulin transcriptional effect 
Genomic effect --+ 
target T3 response element 
Non genomic effect --+ 
via ERK1/2 MAPK pathway 
Acts synergistically with leptin 
References 
(Tabor, Kim et al. 1999) (Mauvoisin, Rocque 
et al. 2007) (Ferre and Foufelle 2007) 
(Cheneval, Christy et al. 1991) (Christy, 
Yang et al. 1989) (Singh and Ntambi 1998) 
(Mauvoisin, Prevosl et al. 2010) 
(Mauvoisin, Prevest et al. 2010) (Cohen, 
Novick et al. 1996) (Cao, Mak et al. 2006) 
(Cao. Mak et al. 2004) (Elam, Yellaturu et al. 
2010) 
(Frick, Linden et al. 2002) 
(Mason, Pan et al. 2003; Demoulin, Ericsson 
et al. 2004; Chang, Wang et al. 2005) 
(Samuel, Nagineni et al. 2002) 
(Ideta, Seki et al. 1995) (Ideta, Seki et al.
 
1998)
 
(Ambati, Li el al. 2009)
 
(Bryzgalova, Lundholm et al. 2008) .(Gao, 
Bryzgalova et al. 2006) (Bryzgalova, Gao et 
al. 2006) 
(Lefevre, Diot el al. 1999) 
(Gomez, Miyazaki et al. 2002) 
(Waters, Miller et al. 1997) 
(Mauvoisin, Prevost et al. 2010) (Radenne, 
Akpa et al. 2008) 
(Trevaskis, Lei el al. 2010) (Roth, Hughes et 
al. 2007) 
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Table A.1.2: Regulation of SCD 1 expression by nutrients. 
The highlighted lanes showed putative mechanisms. 
Effectors 
ALA, DHA, AA, 
EPA, 
CLA{trans­
10,cis-12) 
AA,EPA 
(PUFA) 
(PUFA) 
Glucose, 
fructose 
Sucrose 
Sucrase 
Saturated fatty 
acids 
Cholesterol 
PARs 
Vitamin A 
(retinoic acid) 
Effect on
 
SCD1
 
Inhibition
 
Inhibition
 
Inhibition
 
Inhibition
 
Activation
 
Activation
 
Activation
 
Activation
 
Activation
 
Activation
 
Activation
 
Mechanisms 
l nSREBP-1 c 
l NF-Y binding 
tLXR binding 
tERK1/2 
phosphorylation 
SREBP-1 C 
dependent and 
independent 
ChREBP 
t insulin effect 
(SREBP1.NFY. LXR) 
tSREBP-1c 
expression 
tPGC1 ~ expression 
t LXRa. 
LXRa 
t LXRa 
t SREBP-1c 
RAR/RXR 
References 
(Lee, Pariza el al. 1998) (Walers, Miller et al. 
1997) (Yoshikawa, Shimano el al. 2002; Ribaux 
and Iynedjian 2003; Yoshikawa, Ide el al. 2003; 
Bololin, Wang el al. 2006) 
(Teran·Garcia 2002; Teran-Garcia, Adamson el al. 
2007) 
(Yoshikawa, Shimano el al. 2002; Chu, Miyazaki el 
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A.l.IO Figure legends 
Figure A.l.I : Diagram of the SCDI gene promoter. 
The diagram shows the different transcription factors and regions involved in the 
regulation of SCD 1 gene transcription. It represents elements characterized in human, 
mouse or chicken promoters which are conserved between species. LXR: Liver X 
Receptor, PPAR: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor, SREBP: Sterol 
Regulatory Element Binding Protein, PGC-I ~: peroxisome proliferator-activated 
receptor co-activator-l~, NF-IN: Nuclear factor 1/Y, AP-I: Activator Protein-l; 
CIEBP: CAAT/enhance binding protein, TR: Triiodothyronine receptor, Pol II: RNA 
polymerase II; IRE: Insulin response element, PUFARE: Polyunsaturated Fatty Acid 
response element; LepRE: Leptin response element. 
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